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Introduction générale

L’ADN en tant que support de I'information génétgua été découvert qu’a partir du milieu
du XX° siécle. Cette découverte cruciale a eu pour répsien I'’émergence rapide de
nouveaux concepts de thérapies, sortant du cadmnveotionnel de définition d'un
médicament. Au lieu d’agir sur les symptdmes d’'unaladie génétique, par exemple, il
devient envisageable de corriger le désordre ggretincriminé a sa source, en ciblant
'ADN. Les effets d’'une telle cure seraient aloréfiditifs. La thérapie génique a donc
constitué le premier axe de recherche sur lesgherdasées sur les acides nucléiques, que ce
soit pour remplacer un gene défectueux par un gaime introduire un géene supplémentaire
pour pallier a une insuffisance, inactiver ou aeriun géne déficient. Bien que le concept
soit grisant par le large panel de maladies, sduugurables, qui pourraient ainsi étre
traitées, il n’en demeure pas moins de nombreukl@noes de mises en ceuvre. En premiere
ligne se trouve la difficulté a amener le géene téliét a son site d’action : le noyau de la
cellule. De part sa taille et sa masse, le genst was un candidat médicament habituel : il
faut donc trouver de nouveaux moyens de le veetorises agents les plus efficaces
employés dans ce but sont les vecteurs viraux. ridigme, quoiqu’inactivés, ils peuvent
induire une toxicité sévere, liee a une réponse umtaire ou des modifications de
'expression génétique par une insertion aléaidénes le génome hoéte. De nouveaux vecteurs
synthétiques ont alors été développés. Bien quasrelficaces que les vecteurs viraux, ils
sont plus sdrs en terme de toxicité et facilesoayre.

L’évolution des connaissances sur les mécanismegussion génétique a permis a la fois
d’envisager de nouveaux lieux d’action des acidesléigues et de réduire la taille du
principe actif engagé, en ayant recours a des rligéotides. Il devient possible d’agir au
niveau post-transcriptionnel, en n’agissant nors gur '’ADN génomique, mais sur I'’ARN.
En conséquence, ces nouvelles thérapies n'ontysiusaractére aussi définitif qu’en ciblant
linformation génétique a sa source, mais présértdamantage de facilité de mise en ceuvre.
En raison de la complémentarité de séquence dgenaltléotides, ils sont les meilleurs
candidats pour le traitement de maladies génétigBésn que plus petits que leurs
prédécesseurs, leur taille reste plus élevée gupriecipes actifs classiques, ils doivent donc
étre vectorisés de facon similaire aux genes. lssgge de thérapies basées sur un gene a
celles reposant sur des oligonucléotides permetkefims d’'imaginer un nouveau moyen
d’amener le principe actif a son site d’action. &wnjuguant directement sur les acides
nucléiques une partie responsable de leur intsatain cellulaire, on peut espérer

s’affranchir de tout vecteur.
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Introduction générale

Le premier chapitre de cette thése permet dongd®er le contexte de ma thése en faisant
un état de l'art de l'utilisation des acides nuglis, essentiellement dans une optique
thérapeutique. Il souligne les enjeux et probléquegs liés a leur application : le besoin de les
amener intacts a leur site d’action. Il a pour otifede démontrer qu’avec I'évolution des
connaissances des meécanismes qui gouvernent I&sipnegénétique, la taille des acides
nucléiques a pu étre réduite du géne a l'oligorailé. En paralléle (et en conséquence), la
taille des vecteurs développés pour les achemiees leur site d’action a évolué de la
particule (vecteurs viraux ou synthétiques) versidgles molécules (conjugaison covalente
sur l'oligonucléotide de résidus responsables deilgernalisation cellulaire). Cette derniere
approche est celle qui est actuellement dévelogpedaboratoire. Ainsi, une polyamine
naturelle, la spermine, peut étre couplée répétitent a I'extrémité 5 ou 3’ d'un
oligonucléotide par la chimie des phosphoramidiftte conjugaison présente des avantages
multiples : amélioration de l'interaction entreligonucléotide conjugué et sa cible, obtention
d’oligonucléotides de charge globale cationique H physiologique et internalisation
cellulaire sans agent de transfection.

En raison du grand intérét que présente cette premi génération
d’oligonucléotides-polyamines, le deuxieme chapigrepour objectif de développer une
nouvelle stratégie de conjugaison en remplacgariete phosphate inter-spermine par une
liaison guanidine. Les propriétés physico-chimigdedels composés seront étudiées.

Les troisieme et quatrieme chapitres de cette thtragent de [l'utilisation des
oligonucléotides-polyamines de premiére généragiounr des applications thérapeutiques :

respectivement la correction de [I'épissage altdrnaet I'ARN interférence.

4 Confidentiel
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Chapitre 1 : Utilisation des acides nucléiques & thérapeutique

Dans ce chapitre, nous aborderons brievement tEsalits mécanismes de transmission de
linformation génétique, afin de mettre en valees Ildifférents niveaux d’intervention
possibles pour le contrble de cette expression tggmé: 'ADN double brin (géne),
I'ARN pré-messager (pré-ARNm), et 'ARN messagerRM®m). A la lueur de ces
mécanismes, nous décrirons de facon non exhaussvprincipales applications des acides
nucléiques, en insistant sur les utilisations théuiques développées dans ce manuscrit. De
méme, nous exposerons les différents moyens enwglpyér les convoyer vers leur site
d’action, en mettant I'accent sur le sujet printiga cette these : la conjugaison covalente

d’entités favorisant leur transfection.

l. L' INFORMATION GENETIQUE

Chaque organisme vivant est constitué d’'un ensembleellules contenant en leur noyau
(pour les cellules eucaryotes) des chromosomesysride I'information génétique. Ces
chromosomes comportent des « facteurs » respossadkelela transmission de caracteres
héréditaires : legénes eux-mémes constitués d’ADN. L’ADN constitue dolec support

premier de l'information génétique.

A. Structure de 'ADN

La structure de I'ADN proposée par Watson et Ceck1953 est une double hélice droite
antiparallele ou les brins sont reliés entre euxdas liaisons hydrogénes formées entre les
bases azotées complémentaires A-T et C-G, comprangpetit et un grand sillon. Les bases
adénine et thymine forment deux liaisons hydrogealess que linteraction entre la guanine
et la cytosine est plus forte, avec 3 liaisons bgdnes (Figure 1). Deux autres types
d’interactions entrent en jeu pour la constituttencette double hélice : des interactians
entre les hétérocycles aromatiques des bases, fbenngn empilement de ces structures au
centre de I'hélice et une répulsion électrostatigure les phosphates anioniques. Les
groupements phosphates, hydrophiles, auront domdaibee a se placer a I'extérieur de la

double hélice en milieu aqueux et salin.
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Chapitre 1 : Utilisation des acides nucléiques & thérapeutique

Colonne
sucre-phosphate

N N——H-= - o Paire de
( \ bases
/N / \ N--=--- H—N \ Adénine
R
N=—" >/-vN
\ Base
e} R azotée
Adénine Thymine Thymine
/H [ Guanine
N O----- H—N

w h
R/N / N—H----- N/ \ Cytosine

Guanine Cytosine

Hélice d'ADN

(Source : Wikipédia)

Figure 1 : Interactions de Watson-Crick et structure de I'ADN

Par la suite, il a été confirmé que la structureritg® par Watson et Crick constitue la
conformation majoritaire de la molécule d’ADN (comhation B). Toutefois, des variations
du pourcentage en eau du milieu extérieur peuvetntieer d’autres formes de la double
hélice (par exemple : conformation A ou Z). Comraedient déja suggéré Watson et Crick
en 1953 1], la structure de I’ADN est particulierement imfaorte puisqu’elle permet la copie
du matériel génétiqudl est ainsi possible d’agir au niveau de '’ADN doble brin pour

contrdler I'expression d’'un géne.

B. L’ADN : précurseur de la synthése des protéines

L’ADN étant le support de linformation génétiqui, est la source de I'ensemble des
éléments constitutifs d’'un organisme. Il va en teffiee transcrit en ARNm, intermédiaire de
la synthése des protéines, avant d’étre tradupretéines a I'aide d’'un « code génétique »

reposant sur les quatre bases A, C, G, T (U p&iRN, Figure 2, source :Wikipédia).
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Chapitre 1 : Utilisation des acides nucléiques & thérapeutique

=

Vil MJ"'\V"\/@"\ ADN

A

' Transcription

4

ARN pre messager
Eplssage

Exm rt

Coiffe %W'\AAAW Poly &)

. Traduction

MI\LMWMAAAM

Ribosome

Figure 2 : Schéma général de la synthése des pratés

1. Premiere étape : synthese de 'ARNmM

Dans les cellules eucaryotes, I'un des deux briatrioes de 'ADN est transcrit en ARN
pré-messager (pré-ARNm) de séquence complémelitaiee une base uracile au lieu de la
thymine), dans le noyau, a l'aide d’'une enzymeARN polymérase (Figure 3, source :
Wikipédia). Cette enzyme recrute pour cela destratigsnucléosides 5’-triphosphates. Aprés
transcription, la double hélice d’ADN se reform€et ARN pré-messager contenant
linformation génétique, il est possible d’interverr a ce niveau pour empécher

'expression d’'un gene
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ouverture de la
maolécule dADN

v oot
nucléotides précurseurs n

Figure 3 : Etape de transcription

fermeture de la
molécule d'ADN

Ce pré-ARNm, simple brin, subit un processus deuraibn au cours duquel, il est « coiffé »
par des 7-méthylguanosine triphosphates a l'ext#éBii || contient également des parties
codantes, legxonset des parties non codantes, iesons. Afin de former ’TARNm qui
permettra la synthése des protéines dans le cgtoplaces introns sont excisés, et les exons
sont mis « bout a bout » lors d'une étape appéf@ssage(Figure 4). Enfin, il est habillé
d’'une queue poly(A) (50 a 250 nucléotides d'adgrani&extrémité 3'.

ARN pré-messager

Intron 1 Intron 2
Séquence codante Séquence codante Séquence codante
S B |
. Séquence non codante Séquence non codante /
Exon 1 N Exon 2 , Exon 3
N\ /
N %

/
7/
/

N
N
N

| |
| |
L . | I
Epissage AN | | /
| |
| [
N | 7

Exon 1 Exon 2 Exon 3

ARN messager

Figure 4 : Epissage du pré-ARNm
Les ARNm résultants sont ensuite exportés vergttesol (liquide constituant du cytoplasme)

a travers le complexe du pore nucléaire.
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2. Deuxieme étape : traduction de ’'ARNmM en protéines

La production des acides aminés constitutifs dgstiges et protéines est codée par la
séquence de '’ARNm. Ainsi, a chaque triplet de éotitles présentant les bases A, C, G ou
U, appelé codon, correspond un acide aminé. Emgpggtil n’existe que 20 acides aminés
alors qu'il y a 64 combinaisons possibles des b&&gsCe code est donc redondant. D’autre
part, trois de ces triplets ne codent pas poudikes aminés mais pour la terminaison de la
traduction (codons stop). La polymérisation d’acides aminaspeotéines s’effectue au
niveau du ribosome et se divise en cing phasesipales : liaison du ribosome a '’ARNm,
initiation, élongation, terminaison, recyclage desis-unités. Le ribosome est un complexe
ribonucléoprotéique présent sur le réticulum enapique qui va parcourir le brin ’ARNmM
codon par codon jusqu’a trouver le site d'initiatid"initiation de la traduction se fait a I'aide
d’'un codon patrticulier, le codon AUG, qui permefadois le démarrage de la synthése du
polypeptide, et sa traduction en un acide amingndthionine. La traduction ne s’effectue pas
directement de 'ARNm en acide aminé, mais néeessimme intermédiaire un ARN dit
« de transfert » (AR Sachant que 'ARN de transfert comporte en sdanémité 3’ un
acide aminé, la reconnaissance codon-anticodonewagitre au ribosome de catalyser la
réaction d’'allongement de la chaine peptidique 'avathcer sur le brin de 'ARNm. Les
acides aminés sont donc polymérisés dans l'ordfgjué par 'ARNmM dans le sens 53’
(Figure 5, source : Wikipédia). Le processus dmitgison intervient lorsque le ribosome

arrive au niveau d’'un codon stop : la protéine lsgtitée est alors libérée

ribosome

ARN de
transfert

Alanine

Figure 5 : Traduction de 'ARNm en protéines
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L’ARNm constituant l'ultime étape avant la traduction du matériel génétique, il est
possible de le cibler afin de contréler I'expressio génétique Son site d’action, le
cytoplasme est par ailleurs plus accessible que del 'ADN double brin, contenu dans le

noyau.

Il.  UTILISATION DE L’INFORMATION GENETIQUE

Bien que le propos de cette these soit l'utiligatite I'information génétique a des fins

thérapeutiques, il est intéressant de noter queresipales applications industrielles des
acides nucléiques concernent le domaine du diaign@sux exemples d’emplois des acides
nucléiques en tant qu’outils diagnostiques seramicdorievement abordés. Dans un objectif
thérapeutique, en principe, l'intervention au nivelu gene ou de 'TARNm ou pré-messager,
gue ce soit pour corriger, activer, moduler oungtes I'expression d’un géne déficient devrait
permettre de traiter un grand nombre de maladieset& intervention a lieu au niveau du

« code source » : le génome, il parait possiblethénrie, de curer ces maladies de facon
permanente. Parmi ces pathologies, on retrouve @igemment les maladies génétiques,
certaines maladies infectieuses mais aussi, eilguds cancers (Figure 6)][

“Cancers 64% (n =993)
“Maladies cardiovasculaires 8,9% (n = 137)
Maladies monogéniques 8,1% (n = 124)
“Maladies infectieuses 7,.9% (n = 121)
“Maladies neurologiques 1,8% (n = 27)
Maladies oculaires 1,1% (n = 17)
Autres maladies 2,1% (n = 33)
Marguage de génes 3.3% (n = 50)

Volontaires sains 2,3% (n = 35)

Figure 6 : Répartition des essais cliniques de thapie génique (2009)
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Bien gu’il soit possible d’intervenir a I'aide demimes » des acides nucléiques, tels que les
MGBs (Minor Groove Binders)3], 4, les agents thérapeutiques privilégiés restenatades
nucléiques eux-mémes, puisqu’ils sont capablesalerda synthése de protéines dans le cas
de l'introduction de génes ou qu’ils s’apparientf@igement avec leur cible dans le cas des
oligonucléotides. On distingue ainsi deux princpaxes de recherche : I'un consiste a
modifier I'information génétique a sa source daesnbyau, en ciblant la double hélice
d’ADN, comme dans le cas de la thérapie géniquetié consiste a agir au niveau
post-transcriptionnel sur 'ARN. Nous nous attacimsr donc dans une deuxiéme partie a
présenter de facon non exhaustive un ensemble rdeéges thérapeutiques des acides

nucléiques.

A. Utilisation des acides nucléigues pour des applications

diagnostiques

Par leur capacité a se lier de facon extrémemeétifiue aussi bien a leur séquence
complémentaire, qu'a d'autres biomolécules (exs kptameres), les oligonucléotides
s’averent de puissants outils de biologie molécellau de diagnostic. Parmi les techniques
les plus utilisées dans des processus diagnostiqnagtrouve les méthodes d’amplification
des acides nucléiques, telles que la PCR et lesoaé$ de détection des acides nucléiques,

telles que les puces a ADN.

1. La PCR (Polymerase Chain Reaction)

La PCR est une technique développée par Kary Mabissistant a répliquen vitro du
matériel génétique afin de disposer de quantitdéissmte d’acides nucléiques pour une
détection ou une caractérisation. Elle intervieat pxemple de fagon classique dans un
processus diagnostique apres extraction et puidital’acides nucléiques contenus dans un
echantillon biologique (et étape de transcriptasernse lorsqu’il s’agit d’ARN). Grace a ce
procéde, un fragment d’ADN double brin ciblé petre &@mplifié de fagcon exponentielle a
laide d'une enzyme polymérase thermorésistanta :Thg-polymérase, de nucléosides
triphosphates et de différents cycles de tempérafuigure 7). Des oligonucléotides (15 a

30 nucléotides) interviennent dans ce processustagm qu'amorces pour l'enzyme
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polymérase en s’hybridant parfaitement a leur sécgieomplémentaire. Au bout de quelques
heures, des millions de copies de la séquenceecji#@vent étre obtenues. La détection des
copies d’ADN peut également s’effectuer a I'aide stmdes moléculaires basées sur des

acides nucléiques conjuguées a des fluorophoredésoraq Man, molecular beacon etc.).

) T ™ T
~, 1 fragment d'’ADN ‘ \ &)
ATy
quence cible s 3
1%° étape: 2° étape: | 3°étape:
résultat :
Dénaturation du l Hybridation Elongation 2 ts d'’ADN
double brin des amorces a partir des amorces ragments
T
T
T
1er 2° 3¢ TIIIITIITITTT
TIOITITIIITIT T
cycle cycle cycle IO
TIIIIIIIITITIT
I TIIIIIITIITIT
TITITITITIITTT
TOTIITITITIT
TITIIITIITIT
TITTTITTTTTT.

Figure 7 : Amplification d'une séquence cible par ER

2. Les puces a ADN

Les puces a ADN sont utilisées afin de visualisenesurer simultanément et rapidement les
différences d'expression de milliers de génes. lieeau d’expression de génes d'un
échantillon ne prenant de signification qu’en comjson a une condition de référence, c’est
généralement I'expression de genes de deux exttaitsulture cellulaire qui sont compareés
sur la méme puce. Les puces a ADN utilisent lepnptes naturelles d’'un brin d’ADN
monocaténaire a s’hybrider de fagcon spontanée dsoncomplémentaire. Ces puces sont
obtenues par immobilisation de plusieurs dizair@eewvcentaines de milliers de sondes ADN
sur un support solide. Des ARN extraits d’'un écitlantA et ceux d’'un échantillon B sont

rétro-transcrits en ADN complémentaires correspotglaa l'aide d'une enzyme, la
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transcriptase inverse. Ces ADN complémentaires soatqués a l'aide de différents
fluorochromes (Cy3 (vert) et Cy5 (rouge)) selonilguproviennent de la culture A ou B.
Lorsqu’ils sont mis au contact des sondes ADN imitisgiies sur la puce, ils vont s’hybrider
avec leurs séquences complémentaires. Par exoitager aux longueurs d'ondes des deux
fluorophores, il est possible de mesurer l'intehgies signaux obtenus afin de quantifier

I'expression des genes.

Condition 1 Condition 2
Isolation de I’ARN
v v
ARNmM Transcription inverse ARNm
v Marquage des cibles v
marqueur fluorescent rouge marqueur fluorescent vert

Combinaison des cibles

Hybridation sur puce a ADN

Figure 8 : Principe de la puce a ADN

B. Utilisation des acides nucléiques a des fins thérapeutiques

Les acides nucléiques font actuellement I'objehdimbreuses recherches a but thérapeutique.
Différentes stratégies sont présentées brievemantSeules les applications en ARN

interférence et en correction de I'épissage altdrrédant sujets de cette thése, seront un peu
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plus approfondies (pour une revue détaillée deafjes des oligonucléotides a buts

thérapeutiques voir Opalinska et al., Patil et[al.).

1. Ciblage de I'ADN double brin

a. La thérapie génique

Historiquement, la thérapie génique est la prentig¢eapie basée sur les acides nucléiques a
avoir été envisagée dés les années 1960, et divstrsdégies de mise en ceuvre existent en
fonction de l'effet recherché. De facon généralapdroche la plus commune consiste a
insérer un gene normal de fagon non spécifique lageénome de maniere a remplacer un
gene non fonctionnel. Il est également possibleedeplacer un gene anormal par un gene
normal a l'aide d’'un processus de recombinaisondiogue ou de le réparer a l'aide d’'une
mutation inverse. Le transfert de génes ne faigast'objet de ce manuscrit, les mécanismes

détaillés ne seront pas abordés.

b. La stratégie antigéne : les TFO et I'invasion de hin

La stratégie anti-gene vise directement ’ADN deubtin contenue dans le noyau et consiste
a empécher I'étape de transcription (cf. Figure Bur cela, des oligonucléotides ADN

simples brins particuliers, de séquences homopesiqau homopyrimidiques, appelés TFO
(pour Triplex Forming Oligonucleotide), sont capbld’interagir avec la double hélice

d’ADN par des appariements particuliers, dits degtteen ou Hoogsteen inverse, formant
ainsi une triple hélice. Cette triple hélice sarferdans le grand sillon de I'hélice d’ADN, sur

les sites d'initiation de la transcription (Figu®@. lIs bloquent alors l'action de I'enzyme

ARN polymérase, provoquant de ce fait une extimctio gene ciblé.

Figure 9 : Triple hélice d'’ADN formée a I'aide d'unoligonucléotide
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Une autre facon d’empécher la transcription aweauv de 'ADN génomique consiste a
utiliser un oligonucléotide de séquence complénienta I'un des deux brins de la double
hélice afin qu’il s’apparie a sa cible : il s’aditnvasion de brin (Figure 10).

Figure 10 : Représentation d'une invasion de brin @r un oligonucléotide

Cette invasion de brin est thermodynamiguement tiéfavorisée et s'effectue donc
difficilement a moins que l'oligonucléotide utiliggésente une affinité accrue pour sa cible.
C’est pourquoi des oligonucléotides modifiés defag avoir un squelette neutre, comme les

PNAs (cf. description p.47), sont souvent utilipésir cette applicatiorv[9).

2. Ciblage de I'ARN

a. La stratégie antisens

Les oligonucléotides antisens sont des oligonuicléstsimple brin dont la séquence est
complémentaire des ARNm ciblés (Figure 11). Lorgg$sont introduits dans le cytoplasme
des cellules, ils ont la faculté de s’apparier descARNm simple brin. La formation d’un tel
duplex engendre la reconnaissance par une enzgriRNAse H, ce qui aboutit a la coupure
des brins ARNm correspondants et inhibe la syntligserotéines10]. L'oligonucléotide
simple brin utilisé peut requérir des modificatiopgur augmenter sa stabilité (pour un
descriptif des difféerentes types de modificatiorssgibles, voir p.38). Toutefois, il faut
généralement veiller & ce que ces modificationspuigsent pas inhiber I'activité de la
RNAse H, bien qu’il soit également possible d’avoir arrét de la traduction par simple
blocage stérique lié a la formation du duplex algdéotide/séquence cilflgour un exemple
d’oligonucléotides antisens indépendants de la RNAsvoir p. 22). L’approche antisens,
largement développée au cours des 30 derniereeamisgue fort de devenir obsoléte avec
I'’émergence des siRNAs, environ 100 fois plus effee pour éteindre I'expression d’un géne
[17].
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i 'x Oligonucléotide
' antisens
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ﬂ
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Figure 11 : Principe général de la stratégie antises

C. L’ARN interférence (SiRNAs, miRNAs, shRNASs)

L’ARN interférence est un mécanisme mis en évidgrareAndrew Fire et Craig Mello en
1998, ce pour quoi ils ont recu le prix Nobel dedetne et de physiologie en 2006. Ces
chercheurs ont découvert que l'introduction d’'unMBouble brin a l'intérieur de cellules de
nématodesCaenorhabditis elegangermettait d'éteindre spécifiquement un gerig)] [
(Figure 12). En 2001, Thomas Tuschl identifie uteimédiaire essentiel de ce mécanisme,
présent dans les cellules de mammiferes : les s&R{@dur small interfering RNA), qui sont
de petits ARN double brin d’'une vingtaine de pableshasesl3, 14, obtenus par émincage
du long ARN double brin. Alors que lintroductiore dongs ARN double brin au sein de
cellules de mammiféres résulterait en une répomseunitaire de type interférorl¥), il
devient en revanche possible d’introduire dans yeoptasme des sSiRNAs exogenes,

facilement synthétisables, pour éteindre I'expassiun gene ciblé.
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Figure 12 : Mécanisme d'ARN interférence

Naturellement, 'ARN interférence s’effectue defdgon suivante : le long ARN double brin
est émincé en siRNAs par une ribonucléase, Didd. [Cette enzyme va de plus
phosphoryler les siRNAs a chaque extrémité 5. Dest reliée au complexe enzymatique
RISC (RNA-induced silencing complex). De facon défsnte de I'ATP, les petits ARN
double brin sont ensuite pris en charge par ce a@RISC qui sépare alors les deux brins
pour n’en conserver qu'un, appelé brin antisenstteCesélection s’effectue du coété
thermodynamiquement le plus favorisé7] 1§. Le complexe RISC ainsi activé va
reconnaitre les ARNm parfaitement complémentaitebrth antisens et les cliver a I'aide de
'enzyme Argonaute 2 (Ago2)1P]. Ce clivage intervient généralement aux alentoduis
dixiéme nucléotide en partant de I'extrémité 5’din antisens du siRNALB]. Ce complexe
activé peut ensuite dégrader d’autres ARNhs’agit d'un phénomene catalytique. Bien que
découvert récemment, les siRNAs profitent des adesaéalisées lors de I'étude de la
thérapie génique ou des oligonucléotides antis€rest pourquoi ils font déja I'objet de

nombreux tests vivo[20, 21, et de plusieurs essais cliniques (Tableau 1).
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. o . _ Phase
Sociéete Indication Produit Cible o
clinique
DMLA
(Dégénerescence o
Opko Health S Bevasiranib VEGF I
Maculaire Liee a
I'’Age)
Insuffisance rénale QPI11002 p53 I
Edéme maculaire
Quark o PF-655 RTP801 [
) diabétique
Pharmaceuticals : :
. Neuropathie optique
| Pfizer . . .
ischémique antérieure  QPI 1007 Caspase 2
non artéritique
Virus respiratoire _
' ALN-RSVO1 Geéne viral N I
syncytial
Alnylam Cancer du foie ALN-VSP VEGF/KSP I
Amylose de la -
. ALN-TTR Transthyrétine I
transthyrétine
Pachyonychie o
Transderm o TD101 Kératine K6a Ib
congeénitale
Benitec HIV BLT-HIV Multiples I
Calando Polyribonucléotidg
_ Cancerp? CALAAO01 i I
pharmaceuticals réductase

Tableau 1 : Essais cliniques en ARN interférence

D’autres ARNSs patrticuliers, les miRNAs (micros RNggnt exprimés de facon naturelle par
les cellules et permettent d’'inhiber I'expressiom genes. lls se distinguent des siRNAs
notamment par leur origine: ils proviennent de gnARN simple brin repliés en
tiges-boucles imparfaites, les pri-miRNAs (miRNAsinpaires), qui contrairement aux
ARNmM ne sont pas destinés a étre traduits en pedéles pri-miRNAs sont ensuite émincés
par la RNAse lll DroshaZ3] en miRNAs plus courts (d’environ 70 bases) : pes-miRNA
(miRNA précurseurs) en forme d’épingle a chevewntda complémentarité de séquence de
la tige n'est pas parfaite (Figure 13, d’aprés Naviet al.) 24]. Aprés export dans le

cytoplasme grace a l'exportine 5 (protéine de part$ [25, 26, I'extrémité en forme de
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boucle de ces pré-miRNAs est coupée par le commexgmatique Dicer, qui libere ensuite
des miRNAs matures, d’une vingtaine de paires ded@7]. Ces miRNAs double brin sont
déshybridés a I'aide d’'une hélicags]| 'un des deux brins est dégradé alors que l&aest
pris en charge par un complexe ribonucléoproté{guNP), le complexe RISC. Selon que
le brin conservé présente ou non une complémentdetséquence parfaite avec 'ARNm
ciblé, il y aura dégradation de 'ARNm, comme pdas SiRNAs ou répression de la
traduction de TARNm en protéine par liaison defRRiMAs aux régions 3’ non-codantes des

ARNmM (pour une revue des mécanismes possibles\woiet Belasco)Z9].

Pri-miRNA Pré-miRNA miRNA mature

—> =) — = N\ N\ )\

. @<
miRNP @

Drosha
AVS 8
Parfaite Complémentarité
complémentary \Q‘tielle
YAVAVAVAVAV ¢ 00 0 xox'@zm\mx SOEDD0

Dégradation de I’ARNm Inhibition de la traduction

Dicer

Figure 13 : Mécanisme d'ARN interférence par les nRNAs

A linverse des plantes, champignons ou invertéfdés 31, les cellules de mammiféres ne
semblent pas capables d’amplification du phénontBA&N interférence meédiée par une
RdRp (RNA-dependent RNA polymeras8p]. Pour cette raison, I'extinction de I'expression
d'un géne par des siRNAs exogenes dans ces cedlatesansitoire. Afin de remédier a ce
probleme et ainsi avoir une expression prolongé&esd@NAS, il est envisageable de produire
ces siRNAs de facon endogene, a l'aide de vectarpression (vecteurs plasmidiques ou
vecteurs viraux) 33, 34. Deux stratégies sont envisageables : 'une st&si produire des

siRNAs par transcription des deux brins du siRNAy(Fe 14-b), I'autre consiste a transcrire
des shRNAs (short hairpin RNA, Figure 14-8B] 35. Or cette deuxieme méthode semble
plus efficace, sans doute parce que la formatia diglex de siRNAs dans les cellules

constitue une étape limitantgq|.
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Figure 14 : Productionin vivo d'ARN interférents

a. Expression endogéne de longs ARN en épingleshieeeux, b. Expression endogéne des brins sens et
antisens d’'un siRNA a 'aide de deux promoteurs, dxpression endogene de shRNA'aprés Dykxhoorn
et al).[36]

Les shRNAs sont donc de petits ARN simples brimdiés en épingle a cheveux, avec une
tige de 19 a 29 nucléotides de long et une bouel¢aille variable (4 a 23 nucléotides de
long) [36] majoritairement utilisés pour une expression game de siRNAs, bien qu'il soit
egalement possible d’introduire des shRNAs synjnés exogenes. La productionvivo de
ces petits shRNAs évite une réponse de type imterfque I'on pourrait observer avec la
production endogéene de longs ARN en épingle a eheyEigure 14-a) 36]. Ces shRNAs
exprimés dans le noyau sont exportés vers le @dap par I'exportine 5 ou ils sont
transformés en siRNAs par le complexe enzymatiqimerDpuis pris en charge par le
complexe RISC pour cliver les ARNm complémentairdautefois, une expression
permanente de ces shRNAs peut avoir des effetsinatdées non-négligeables soit similaires
a ceux observés pour les siRNAs (induction de répoiterféron et production
d’interleukines causées par certains motifs dans equences 3f-39, effets
non-spécifiques), soit intrinseques a leur producigndogene (saturation de I'exportine 5,
résultant en une dérégulation des miRNAs celldaj€], ou toxicité liée au vecteur viral
utilisé).

d. Oligonucléotides ciblant 'ARN pré-messager

Comme nous lavons vu au paragraphe 1.B.1 de cepittha I'épissage de I'ARN
pré-messager est particulierement important danégialation de I'expression génétique chez
les eucaryotes. Pour plus de 70% des genes desesdtiumainesdfl], cet épissage est un
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épissage dit « alternatif » (pour une revue déwilur les différents mécanismes d’épissage
alternatif, voir Matlin et al.) 42]. Ceci signifie qu’'a partir d'un méme transcritAdRN
pré-messager, plusieurs ARNm, et donc plusieurimes isoformes peuvent étre produits.
En effet, I'excision des introns et la jonction de®ns peuvent s’effectuer selon différentes
combinaisons a l'aide d’'un complexe ribonucléopopté : le splicéosome. Pour que les
exons soient différenciés des introns par ce caoxepliéexiste plusieurs motifs nucléotidiques
présents a la jonction exon-intron, qui jouentdie e signaux pour I'épissage. On retrouve,
entre autres, des séquences définissant le sipessige en 5’ et le site d’épissage en 3.
D’autres éléments de séquences, connus sous ledfexonic/Intronic Splicing Silencer
(ESS/ISS) ou d’Exonic/Intronic splicing EnhanceSEHISE), permettent respectivement de
réprimer ou favoriser I'utilisation d’un site d’'éggiage. lls sont donc fortement impliqués dans
'obtention d’'un ARNm correct. Or des mutations sldas séquences définissant les sites
d’épissage ou ces élements auxiliaires (ESS/ISE/IBE) sont responsables de 15% jusqu’a
peut étre 50% des maladies génétigues 3. Des oligonucléotides antisens simples brins,
présentant des modifications structurelles qui exn@ét leur reconnaissance par la RNAse H,
peuvent diriger I'épissage des ARN pré-messagars anoyau en se liant a ces séquences
et en bloquant de facon stérique lI'acces du spimé@ et autres facteurs d’épissage au brin

transcrit.

) - A
ARN pré-messager w 0 0
/ \\\+ Antisense / \\\+ Antisense p + Antisense
\ N N
N 3 / \

ARN messager h 0 ( O (4( o ( 0 ¥( 0 _? 0

Figure 15 : Stratégies principales de ciblage deARN pré-messager

Il existe trois stratégies principales d’action poe type d’oligonucléotides :

1. il est possible de bloquer un épissage aberraatuiée mutation sur le brin transcrit et
restaurer un épissage correct, comme c’est le @as ld maladie de R-thalassémie
humaine : il s’agit d’'unecorrection de I'épissage alternatif(Figure 15-a, d’apres
Sazani et al.)44],

2. il est possible de produire une nouvelle protéinendgest pas exprimée normalement
en supprimant un exon sain ou muté de la séquémale tfle 'ARNmM : il s’agit de la
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stratégie dusaut d’exon particulierement utilisé pour traiter la myopathde
Duchenne (Figure 15-by4],

3. il est enfin possible de forcer la sélection d’'ure gl'épissage 5’ pour favoriser la
production d’'un transcrit donné par rapport a utreaat ainsi stimuler la production
d’'une protéine isoforme souhaitée (Figure 154d) [ c’est par exemple le cas lorsque
I'on veut passer d'une forme anti-apoptotique deratéine Bcl-xL (membre de la
famille des protéines Bcl-2, responsables de lstegsce de cellules cancéreuses a la

chimiothérapie) vers une forme pro-apoptotique eI[45].

La B-thalassémie humaine, évoquée au chapitre 3 paucamection de I'épissage alternatif,
est une maladie génétique qui se caractérise padéicience ei-globine, une sous unité
de I'hémoglobine, aboutissant a la réduction oltabskence d'une hémoglobine A adulte.
Cette pathologie décroit la capacité des globulmsges a transporter I'oxygene. En
conséquence on observe des déformations ossesséiamtde I'hyper activité de la moelle
pour compenser les déficits sanguins. Pour lesdsrtas plus sévéres de cette pathologie,
'espérance de vie sans traitement ne dépassepasans. La plupart des mutations du géne
de lap-globine (se trouvant sur le chromosome 11) afféétape d’épissage et se situe sur
lintron 1 (mutations IVS1-5, IVS1-6, IVS1-110) oliintron 2 (mutations [IVS2-654,
IVS2-705, IVS2-745). Les mutations affectant I'mir2 crée un site d’épissage aberrant
enb5’, ce qui a pour conséguence d'activer un ditpissage cryptique en 3 et la
conservation de cette séquence intronique dansadescrits ARNm (Figure 15-a). Les sites
d’épissage cryptiques peuvent étre considérés codamneséquences d’ARN qui ressemblent
fortement aux véritables signaux d’épissage. Darchapitre 3, nous étudieroimsvitro une
correction de I'épissage alternatif a I'aide d’oligicléotides conjugués ciblant la mutation
IVS2-705 de l'intron 2 du géne deflaglobine.

Parmi les essais thérapeutiques en cours visaRiIN'fAré-messager, ceux qui créent le plus
d’attentes ont recours a la technique du saut d'@ta@oncernent la dystrophie musculaire de
Duchenne. Cette myopathie est une maladie génétiatede, caractérisée par une
dégénérescence progressive et sévere des mudtdesstEprovoquée par des délétions (perte
d’'un nucléotide) ou autres mutations sur le gérdagbpour la synthese de la dystrophine,
une protéine qui permet normalement le bon fonogoment des muscles. On distingue deux
phénotypes selon que les mutations engendrent nuunodécalage du cadre de lecture :
respectivement la dystrophie musculaire de Duchente dystrophie musculaire de Becker.
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Les patients atteints de la myopathie de Ducheprvgquées dans 72% par des délétions et
décalage du cadre de lecturedg][ ne possedent pas de dystrophine fonctionnells : i
deviennent incapables de marcher avant 'age dmi®t ont une espérance de vie inférieure
a 30 ans, alors que ceux atteints de la myopathi®atker possedent généralement une
protéine tronquée mais fonctionnelle : ils consetvieur faculté motrice beaucoup plus
longtemps et ont une espérance de vie quasi-nof#dleD’autre part, certaines fibres de
patients atteints de la dystrophie musculaire dehBane sont révertantes et donc capables de
restaurer une dystrophine fonctionnelle par épessdigrnatif résultant en un saut d’exon. En
se basant sur ces observation, la plupart dessemsaiours consiste a mimer ce phénomene
naturel en utilisant des oligonucléotides antiserlifiés afin d’enlever un ou plusieurs
exons concernés par des mutations (généralemeexdes 45 a 55, et plus particulierement
'exon 51) et restaurer I'expression d’une dystiophtronquée mais fonctionnelle. Trois
essais cliniques sont actuellement en cours aveolidgnucléotides antisens modifiés]

48, 49. D'autres maladies génétiques pourraient étriégéra par cette approche, pour une
revue détaillée, voir Kole et coli4, 5Q.

C. Limites a l'utilisation thérapeutique des acides nucléiques

En raison de leur nature hydrophile et anioniges, dcides nucléiques sont incapables de
traverser la membrane cellulaire, alors que letgr diaction se trouve généralement dans le
cytoplasme ou le noyau de la cellule. La membraekulaire est en effet constituée
essentiellement de phospholipides, de cholestérde gprotéines membranaires (Figure 16,
source : National Institute of Standards and Teldgyo(NIST)).

Protéine (hélice alpha)

o b
2, e
= 2=l “Chalne latérale oligosaccharidique

Glycolipide

Protéine i IR st g Ua L
Phosphalipide globulaire  segment ‘\_\:’; RS feo i

hydrophobe ===
d'une protéine™> Cholestérol
(hélice alpha)

Figure 16 : Composition de la membrane cellulaire
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D’autre part, ils sont particulierement sensibledaadégradation par des nucléases, en
particulier les acides nucléiques ARN. Parmi leatégies développées pour la délivrance de
géenes ou d’oligonucléotides dans les cellules, etrouve essentiellement deux types de
vecteurs : les vecteurs viraux et les vecteursheyigjues. lls permettent d’amener les acides
nucléiques a leur site d’action tout en les présarvd’'une quelconque dégradation. Les
vecteurs viraux utilisent les propriétés d'infeatides virus pour pénétrer a lintérieur des
cellules. Les vecteurs synthétiques sont généralendes entités cationiques (lipides,
polymeéres, dendrimeres, peptides). Ces dernieeragissent a la fois avec les acides
nucléiques anioniques, permettant ainsi la formatie particules, et la membrane cellulaire.
En raison de leur taille élevée (généralement nr@0et jusqu'a quelques microns), les
vecteurs viraux et synthétiques présentent certagmvénients et avantages. Alors qu'il est
possible dans certains cas d’utiliser une appbodticale pour amener les acides nucléiques a
leur site d’action, il faut parfois avoir recoursiae administration systémique pour atteindre

certains tissus ou organes.

Organe malade (Tumeur):

- Biodistribution améliorée dans les tissus
par ciblage passif (EPR) et actif
(fonctionnalisation avec des ligands)

- Des particules de petites tailles favorisent
I'accumulation et la diffusion dans les tissus

Foie et rate:

- Clairance par phagocytose et filtration
hépatique

- Demi-vie de circulation améliorée par des
particules de tailles < ou =a 100 nm et de
charge de surface négative ou neutre

Reins

- Clairance par excretion

- Demi-vie de circulation améliorée par des
particules de taille > ou=2a 10 nm

Figure 17 : Organes "filtres" de I'organisme

Or, il existein vivo un certain nombre d’organes « filtres » qui peuvdrg responsables de
'élimination des acides nucléiques seuls ou vésdsr lors d'une application par
intraveineuse : les reins, la rate et le foie (Fgli7, d’apres Alexis et al.p]], auxquels il
faut ajouter les poumons. Les reins excretent pamele, les particules de petite taille
(<6 nm, 50 kDa). En ce cas, la présence de vectéute la filtration glomérulaire des
oligonucléotides. En contrepartie, les moléculestalde supérieure a 5 nm ne sont pas

capables de passer la paroi endothéliale des waisssanguins40]. Le foie, la rate et
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certaines tumeurs (effet EPR) laissent passer aé&caies jusqu’a 200 nm de diamétre mais

celles-ci peuvent ainsi étre captées et élimingds [

[Il.  DELIVRANCE DES ACIDES NUCLEIQUES

Comme cela a été évoqué dans le paragraphe précésemcides nucléiques nécessitent
généralement des vecteurs pour les acheminer eersite d’action : les vecteurs viraux ou
synthétiques. Toutefois, ils ne permettent pas’airanchir de tout probleme vivo. Des
méthodes alternatives sont donc a I'étude pour iameél I'entrée cellulaire des acides
nucléiques : les méthodes physiques, ou pour augmézur stabilité aux nucléases : les
modifications chimiques des oligonucléotides. Celteniere éventualité est apparue avec
I'émergence de stratégies de modulation de I'egwasd’'un géne basées sur l'utilisation
d’oligonucléotides. En association avec ces madalifins chimiques, un nouveau mode de
transfection a émergé : le couplage covalent suadedes nucléiques de résidus responsables

de leur internalisation cellulaire.

A. Les vecteurs viraux

Initialement développés pour la thérapie geéniqae piloduction de ce type de vecteurs
consiste a modifier un virus de facon a ce que &ériel génomique responsable de sa
pathogénicité soit éliminé, et qu'il ne conserve dgs séquences codant pour la construction
de la particule virale et le cycle d’infection. Emntrepartie, ce matériel viral est remplacé soit
par la cassette d'expression du gene d’intérétapwirtique (transgéne), soit par des
séquences codant pour des oligonucléotides méditame (oligonucléotides antisens,

siRNAs) [b2-53 : il s’agit d'une production endogéne. Les viraktenus sont alors dits

« sécurisés » et l'infection des cellules par aeisvirecombinant est appelée transduction.
Plusieurs types de vecteurs viraux sont utilisést ¢es principaux sont évoqués brievement

ci-apres (Figure 18, d’apres Edelstein et &.) [
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“ Adénovirus 24% (n = 377)
“Reétrovirus 20,9% (n = 329)
ADN nu/plasmidique 17,9% (n = 281)
“Virus de la vaccine 7,9% (n = 124)
_ Lipofection 6,9% (n = 109)
Poxvirus 5,8% (n =91)
- Virus adéno-associé 4,3% (n = 67)
Virus Herpes Simplex 3,2% (n = 51)
Transfert d'ARN 1,4% (n = 22)
Autres catégories 4,5% (n = 71)
Inconnu 3,2% (n = 50)

Figure 18 : Vecteurs les plus utilisés en thérapigénique (2009)

1. Les rétrovirus

Il s’agit de virus a ARN associés a la transcriptamverse. Cette enzyme les rend capables de
répliquer 'ARN viral en un ADN s’intégrant au géne des cellules hotes (ex: VIH),
transmissible aux cellules filles. En régle gér&rds sont actifs sur des cellules en division
exclusivement, ce qui limite leur utilisation. Dte@i part, ils sont peu efficacasvivo car ils
sont rapidement inactivés par le systeme immueit@ysteme du complément). En revanche,
il est possible de les utilisex vivo: cette technique consiste a prélever et cullte®icellules
d’'un patientin vitro, de les traiter avec le virus recombinant, puidederéinjecter au méme
patient, évitant ainsi le risque de rejet. La latidin la plus forte a I'usage de ce type de
vecteur viral provient surtout de problemes de sttu génération de virus recombinants
capables de réplication, insertion aléatoire an deigénome héte, potentiellement mutagéne,
voire carcinogenesp]. Parmi les rétrovirus, les lentivirus présentaotuellement le plus
d’'intérét. Cette sous-classe a pour particulariéntrairement aux autres rétrovirus, de
pénétrer a l'intérieur du noyau des cellules, eitstonc capables de transduction sur la
plupart des cellules quiescentes. Les risques d€rgton de recombinants capables de
réplications ou d’insertions pro-oncogeniqued [semblent réduits par rapport aux autres

rétrovirus (pour des revues, voir Woods et &3] Park, b7] Wanisch et Yafiez-Muiio59§)]).
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2. Les adénovirus

Les adénovirus sont des virus sans enveloppe, ldapénome est constitué d’ADN double
brin. Comme les lentivirus, ces vecteurs sont clgsalde transduction dans les cellules
guiescentes ou en division et se révelent extrémemi@icaces. Contrairement aux autres
virus, la propagation de I'information génétiques @elénovirus s’effectue hors du noyau des
cellules ciblées, de facon extrachromosomale, ¢eaoindrit considérablement le risque
d'une intégration délétere au sein du génome hOG&xi signifie, en contrepartie, que
linformation génétique est moins bien conservée curs des divisions cellulaires
successives. Cette particularité en fait le vecteuplus adapté pour les thérapies ou une
expression transitoire du transgene est suffisaoteme dans le cas de traitement de cancers
(ou ils représentent 25% des essais cliniques) [60, 6). Toutefois, les adénovirus
présentent souvent une hépatotoxicité €élevée, siéeats en outre le développement de
nouvelles stratégies de tropisme cellulaire owlisee en raison de leur faible spécifici62[

63] et ne peuvent étre appliqué de facon répétéeamsorr de leur capacité a activer une

réponse immunitairesy].

3. Les virus adéno-associés

Les virus adéno-associés sont des parvovirus a Aibiple brin de tailles réduites (jusqu’a
20-25 nm), qui ne présentent aucune pathogénioit@ue pour 'homme. Ce sont des virus
défectifs dans la mesure ou ils nécessitent l'alden autre virus pour leur réplication
(adénovirus ou virus herpes). lls infectent aussn bes cellules quiescentes que les cellules
en division et s’'integrent de facon localisée suthromosome 19 chez I'étre humasb|[ La
principale limite a leur utilisation en thérapienggie est la faible taille du matériel
génomique qu’il peuvent intégrer (environ 4,5 kimtce 8 kb a 35 kb pour les autres vecteurs
viraux). Leur quasi-innocuité censée leur assunel@veloppement accru a de plus été remise
en question lors d'un essai clinique, apres le sli&d&ne patiente souffrant d’arthrite
rhumatoide 6.

Confidentiel 29



Chapitre 1 : Utilisation des acides nucléiques & thérapeutique

4. Autres approches

D’autres virus ont été développés en tant que ueaes acides nucléiques, mais ne seront
pas développés ici, en raison de leur moindresatitbn, par exemple : le virus herpes

simplex [67] et les poxvirus (mise au point de vaccins gérsj|{&s].

5. Avantages et inconvénients des vecteurs viraux

Les vecteurs viraux sont les vecteurs de prédiecén terme d’efficacité de pénétration
cellulaire et de persistance du matériel génétifjaesont majoritairement utilisés dans les
essais cliniques. Toutefois, leur utilisation soaiéncore d’'un certain nombre de limitations.
On retrouve, entre autres, des risques dimmunedénidéclenchement d’'une réponse
immunitaire), des risques d’intégration mutagendrensgene au sein du génome cible, des
risques de recombinaison délétere avec le génomeedniddes souches virales sauvages, des
risques découlant d’'un mauvais ciblage des tissléve{oppement d'effets secondaires
toxigues ou d'une réponse immunitaire par intecsictavec des cellules présentatrice
d’antigenes) qui ont pu aboutir sur le déces deepit en phase cliniqué, 62, 66, 69-7]1
Outre des problémes de sécurité, l'utilisation diag viraux s’avere souvent relativement
difficile & mettre en ceuvre et colteuse. Les vestsynthétiques, de production relativement
aisée, bien moins onéreux, et vraisemblablemeist glus pourraient s’avérer une alternative

solide pour les différentes thérapies basées swadieles nucléiques.

B. Les vecteurs synthétiques

1. Les liposomes

Les liposomes sont des vésicules constituées aeidiies lipidiques concentriques, avec en
leur cceur un compartiment aqueux (Figure 19, sowiepédia). Les lipides utilisés sont

constitués d’une téte hydrophile et d’'une ou plusiegueues hydrophobes. Bien qu'il existe
des liposomes anioniques ou neutres, ce sont [@ssdimes cationiques qui sont

majoritairement utilisés pour la transfection. slent sujets a de nombreuses étudegivo
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pour la délivrance d’oligonucléotides, et en paiter de siRNAs, et ont montré des résultats

prometteurs chez des primates non humaigk [

.- Téte polaire
" hydrophile

Milieu aqueux

Queue
hydrophobe

Figure 19 : Schéma d'un liposome

2. Les lipides cationiques

Bien que la plupart des lipides cationiques sogamiables de former des liposomes, certains
s’en différencient par la structure des particiilesées en présences d’acides nucléiques. Au
lieu d’avoir une formation de vésicules creuses risopnant le principe actif, les acides
nucléiques se complexent avec les lipides cati@sigpour former des structures appelées
lipoplexes. Parmi les lipides cationiques les pbsinus pour la transfection d’acides
nucléiques, on retrouve le DOTAP, le DOTMA, lesofpelyspermines (exemple : DOSPER
ou DOGS) (Figure 20).

Figure 20 : Lipides cationiques
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Comme pour les liposomes cationiques, plusieur@gsiniques sont en cours : par exemple,
le sSiRNA ALN-VSP développé par la société Alnylach Tableau 1) est vectorisé a I'aide de
lipides cationiques formant des particules stal{feSIALP : Stable Nucleic Acid Lipid
Particle). Néanmoins, on peut parfois observeag®s réponses immunitaires associées aux
lipides cationiques employés, selon leurs compmsti(pour une revue détaillée sur les

lipides cationiques en tant que vecteurs, consutiaez et al.) T3].

3. Les polymeéres cationiques

Les polyméres cationiques permettent par intenastiélectrostatiques de transporter des
acides nucléiques de taille plus élevée que damsdedes vecteurs viraux. Les polyméres
cationiques les plus connus pour la transfectiont g@ar exemple la polyéthyléeneimine
(PEI) [74], le chitosaneT5], le DEAE dextrane{€], ou la poly-L-Lysine 77].

1. Liaison de la particule
ADN-vecteur aux HSPG (@}
3. Phosphorylation médiée

\ % par la PKC

2. Agrégation des » 3 J

syndécans dans
des radeaux -‘__.‘.“

4_1 Liaison de I’actine
a des protéines de liaison (<)

5. Phagocytose médiée par
des filaments d’actine

Figure 21 : Internalisation cellulaire médiée par un vecteur synthétique, la PEI
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Le mécanisme d’entrée cellulaire postulée pour eicas vecteurs cationiques, la PEI, est le
suivant (Figure 21, d’aprés Kopatz et al7g|[: la particule cationique interagit dans un
premier temps avec des récepteurs cellulaires dantile des syndécans, les Héparane
Sulfate ProtéoGlycanes (HSPG). L'approche de ldiquée vers la membrane entraine la
condensation par diffusion des HSPG adjacents adi@la cellule, dans des radeaux riches
en cholestérol. Ce phénoméne engendre la phosplioryldes domaines intracellulaires des
syndécans par la Protéine Kinase C (PKC) et ladtion consécutive de fibres d’actine qui
se lient a l'aide de protéines de liaison a ceséextés phosphoryléeg§. Ces fibres
d’actines « tirent » ensuite le complexe a l'irgéride la cellule, entrainant la formation d’'un
endosome. Naturellement, le matériel génétiqueailepar la suite étre dégradé par fusion
des endosomes avec des lysosomes et acidificatiomitieu pour favoriser l'activité
d’enzymes hydrolases acides. Toutefois, 'utilisatde PElI comme vecteur de transfection
permet aux acides nucléiques de s’échapper desemds par effet éponge a protond|
alors que d’'autres vecteurs nécessitent un agelasemolytique. A pH physiologique, tous
les atomes d'azote de la PEI ne sont pas protaregouvoir tampon de la PEI permet
'accumulation de protons dans l'organite, conjugue un afflux d’anions [CI] ce qui
engendre une déstabilisation de la vésicule endalgormpar pression osmotique et une

libération du polyplexe dans le cytoplasme (FigRed'aprés Behr)79].

Figure 22 : Mécanisme d'éponge a protons

Sur le modéle de la PEI, beaucoup de vecteursnigties permettent I'entrée cellulaire des
acides nucléiques par endocytose. La PEI, branohd@éaire, s’est révélée comme l'un des

vecteurs synthétiques les plus efficaces pouralesport de genes. Toutefois, son utilisation
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avec des oligonucléotides peut nécessiter certaimésiorationsg0], comme par exemple sa
conjugaison avec des chaines PEGylées et des mefifddigues RGDd1], des folates§2]
Ou encore sa conjugaison a des acides am3e84.

4. Les dendrimeres

Les dendrimeéres sont des molécules développéedaviinsdes années 1970. lls sont formés
a la maniére d’'un arbre (d’ou leur nom dendrimém@sndron signifie arbre en grec, et meros
signifie : partie). lls comportent une molécule lenr cceur, sur laquelle sont branchées
plusieurs fonctions réactives. Sur ces fonctiohsest possible de faire réagir d’autres
molécules branchées, afin d’obtenir une structdberascente. Leur structure particuliere les
distingue des autres polymeéres : leur synthéseétapes graduelles permet d’obtenir des
composeés de taille bien définie, avec un tres daiitdlex de polydispersité. Ils possedent en
outre une tres forte densité de fonctions catiagsqa leur surface pour la transfection. Il
s’agit généralement de groupements amines. Legidedres les plus connus pour le transfert
d’acides nucléiques sont les dendrimeres polyamidttes (PAMAM, Figure 23).

NH
(o]

O, nH
NH O

NH N " N

Figure 23 : Structure des dendriméres PAMAM

Les dendriméres sont utilisés pour la délivranadigbnucléotidesn vitro etin vivo, mais il

ne semble pas y avoir, a ce jour, d’essais cliridnasés sur ces composés|
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5. Les peptides de pénétration cellulaire

Des peptides de pénétration cellulaire (CPP polirRemetrating Peptides) ont été utilisés
pour la transfection d’acides nucléiques. Les sécg® en acides aminés de ces CPP
proviennent soit d’'une protéine naturelle, soitddenaines de plusieurs protéines naturelles
ou ne correspondent a aucune protéine en particudie ont été synthétisés par des
considérations structure-activité. Les différenteptples de pénétration cellulaire,
classiqguement utilisés aussi bien dans une approokialente que non-covalente, seront
abordés de facon plus détaillée p.50. De facon rgémétous ces peptides présentent la
particularité d’avoir une charge globale cationigae pH physiologique. Employés
initialement pour convoyer des genes par interastimon-covalente8f], ils ont été adaptés
avec succes au transport d'oligonucléotid®, [tels que les oligonucléotides antise88] [et

les siRNAs 89-91]. Ils ont également été utilisés avec d’autresnegyde transfection, comme
les dendrimere9p] ou les lipides cationiques, pour améliorer lensport des acides
nucléiques vers leur cibl®3, 94. De maniere identique a ce qui est observé pajugaison
covalente des peptides sur les acides nucléeiquess tes complexes peptides-acides
nucléiques ne permettent pas forcément la délierath@ns le cytoplasme : le matériel

génétique peut rester sequestré dans des endogdnpragraphe 111.E.3, p.509%|.

C. Les méthodes mécaniques et physiques

Il existe difféerentes méthodes mécaniques ou phgsigpour aider les acides nucléiques a
passer les différentes barrieres cellulaires. lpemcipe général est donné ci-apres.

1. La micro-injection

La micro-injection consiste en lintroduction méapre de matériel génétique dans le
cytoplasme ou le noyau dune cellule, a laide @umicropipette, sous pression
hydrostatique. L'injection s’effectue sur une secddlule, avec une trés grande précision et
est visualisée par microscope. Elle permet d’agpdes acides nucléiques dans le noyau sans
gu’ils ne subissent les dégradations habituelless da cytoplasme, ce qui induit un fort
niveau d’expression. De nos jours, elle constituméthode la plus utilisée pour produire des
animaux transgéniques. Toutefois, son applicatioar pa délivrance de génés vivo est
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extrémement limité, en raison du faible nombre ekules qui peuvent étre microinjectées

par expériencedp].

2. Le bombardement de particules d’ADN

Les techniques « biolistiques » (contraction dddgigue et balistique)J6] ont pour but de
bombarder les cellules ciblées avec le matérieétigme a intégrer. La propulsion des acides
nucléiques s’effectue soit a I'aide de particulesntétaux lourds accélérées par une décharge
électriqgue ou d’hélium (« gene gun » ou « canorD&\A), soit a I'aide de microgouttelettes
de liquide sous haute pression (« jet injectionimiialement utilisée pour I'expression de
transgene chez les plant@3]| les essais sur des cellules de mammiféd8sde sont révélés
concluants et ont abouti sur quelques essais olsif6, 99. En raison de la faible
pénétration du matériel dans les tissus, ces tqubaisont plus adaptées a des applications

superficielles telles que la ped6] 99.

3. La méthode hydrodynamique

L’injection hydrodynamique consiste a injecter arelques secondes par voie intraveineuse
un large volume de solution contenant les acidedémues d’intérét vectorisés (volume
pratiguement équivalent a celui du sang de l'animgdcté). La pression ainsi engendrée
perméabilise les membranes cellulaires et perraptrée de matériel génétique de trés grosse
taille dans les cellules (jusqu’a 135kb), mais pape entre autres des dysfonctionnements
cardiaques]0(. Son usage est donc principalement restreint gedaerche, difficilement

transposable a des essais cliniq@s$. [

4. L’électroporation

L'une des méthodes physiques les plus communesratesfeért d’acides nucléiques est
I'électroporation ou électroperméabilisation. Elleonsiste en l'augmentation de la
conductivité électrique et de la perméabilité dedlule membranaire soumise a un champ

électrique de forte intensité. Cet effet est triams et aboutit a la formation de pores de taille
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comprise entre 20 nm et 120 nm, permettant le passa matériel génétique. Plusieurs essais

cliniques en thérapie génique basés sur cette metbunt actuellement en cougs| 99.

5. La sonoporation

La sonoporation consiste a perméabiliser les memelsraucléaires a 'aide d’'ultrasons. Ces
fréquences créent un phénoméne de cavitation agoestes perturbations mécaniques et
limplosion des bulles générées causeraient aless alivertures dans la paroi cellulaire et
autoriseraient I'entrée d’acides nucléiques de rfagon-invasive$6, 99. Cette approche
récente a déja été développée pour des applicaiotiserapie géniqua vitro etin vivo[96,
99].

6. L’irradiation laser

L'utilisation d'une source laser concentrée sur wgeélule cible permet de modifier cette
derniere au niveau du site d’action du faisceau effet thermique. Cette perturbation de la
membrane cellulaire serait suffisante pour permdtrtransfection de genes se trouvant a
proximité de la cellule. Cette approche, dévelopdéas les années 1980, est trés peu
utilisée P6).

7. La magnétofection

La magnétofection utilise un champ magnétique @ouener des acides nucléiques a des
cellules cibles. Pour cela, les acides nucléigeleqrésence ou non d’'un vecteur sont associés
par agrégation a des nanoparticules magnétiquesprésence d’'un champ magnétique
externe permet de concentrer les particules magrestidans le tissu ciblé et améliorerait
méme l'internalisation cellulaire des acides nugliés qui leur sont associés par extravasation

dans ce tissu cibl@).
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D. Les modifications chimiques

Bien qu'il soit possible d’utiliser des acides reigues non modifiés et non vectorisés, tel que
de I'ADN plasmidique pour le transfert de genesy lefficacitéin vivo reste limitée 101].

Les modifications chimiques apportées aux oligognidles ont généralement pour but
d’augmenter leur résistance aux nucléases, toutoeservant leur reconnaissance par les
enzymes responsables de leur activité thérapeutiglies peuvent également avoir pour
conséquence et objectif d'accroitre leur affinitéup leur cible, améliorant ainsi leur
spécificité et leur efficacité. Toutefois, ces nfmditions ont parfois pour effet pervers
d’abroger ou altérer I'activité thérapeutique. Gexdifications peuvent intervenir a différents
niveaux : sur le squelette phosphate, sur le swtren particulier en position 2’, sur les

nucléobases ou sur I'ensemble sucre-phosphater 2.

Base «— Modification des bases

o‘| :o:

O R
s - ]
Modification de la liaison O=P_0Or
inter-nucléosidique o o Base
2' Modification du sucre
CI) R
0=P-0
! - o Base
O R Modification du squelette sucre-phosphate
|
0=P-0

Figure 24 : Sites de modification des oligonucléatés
Ces différentes modifications sont évoquées bnierg ci apres, agrémentées d’exemples les
plus utilisés ou les plus pertinents pour notreosgp(pour une connaissance plus détaillée,
voir les revues de Kurreck (2003)J2, Chen et al. (2005)[l], Bell et Micklefield
(2009) [L0O3J).

38 Confidentiel



Chapitre 1 : Utilisation des acides nucléiques & thérapeutique

1. Modification de la liaison inter-nucléosidique

a. Les oligonucléotides phosphorothioates

L'ensemble des modifications apportées au squeldte a augmenter la stabilité aux
nucléases. Les oligonucléotides phosphorothioatestituent I'une des modifications les plus
majoritairement employées. lls ont été dévelop@@s des années 1960-1970 par Eckstein et

coll. [104, 10% et peuvent étre synthétisés de fagon automatisée.

Phosphorothioate (PS)

Figure 25 : Structure des oligonucléotides phosphothioates

Les oligonucléotides résultants (Figure 25) soas tatilisés pour des stratégies antisens,
puisqu’ils conservent leur capacité a recruter lMARe H, ou correction de I'épissage
alternatif/saut d’exon, en combinaison avec une ifitation 2’-OMe sur le sucre. En
revanche, ils présentent une moins bonne affinitéc deur séquence cible et peuvent
engendrer une réponse immunitaire et une activaliooomplémentl06-108. Toutefois un
médicament antisens phosphorothioate : Vitraveomi(firsen), pour le traitement de rétinite
a cytomegalovirus, a application oculaire dire@epu voir le jour grace a ce type de
modification. De nombreux essais cliniques sont @urs, basés sur ce squelette
phosphorothioate aussi bien pour des applicationsemns classiques que pour le saut
d’exon @46, 109. Les résultats obtenus chez 'homme pour I'agion saut d’exon montrent
une restauration locale de la synthese de dystmepde 17% a 35% en moyenne (dans 64% a
97% des fibres musculaires), 28 jours aprés adtratisn d'une dose de 0,8 mg-kgl’un
oligonucléotide 2’-OMe phosphorothioate ciblankba 51 @6].
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b. Les oligonucléotides phosphoramidates ou phosphorest

D’autres modifications ou remplacements du lieermmucléosidique sont également connus,
et consistent a former des oligonucléotides avesqurelette neutre ou cationique. Le but de
ces modifications porte essentiellement sur I'aonétion des propriétés physico-chimiques
des oligonucléotides correspondants. Parmi ceoagme$ des acides nucléiques, on trouve
notamment les phosphoramidates, développés paingetset coll. 110, 11] et les
phosphonates (par ex.: aminoalkyl phosphonatd2,[113 méthyl phosphonated]4,

119).

5 :
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O—| 0 OT 0 ase
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Figure 26 : Modifications du groupement phosphate

Comme pour les oligonucléotides phosphorothioatkague modification peut créer deux
diastéréoisomeres. Des études meneées sur desudigotides phosphoramidates NP5’
montrent que leurs propriétés d’hybridation a ledn de séquence complémentaire sont
améliorées par rapport aux acides nucléigues nstuBans le cas ou le groupement
phosphoramidate induit I'apparition d'un phosphochiral, des travaux sur  des
oligonucléotides phosphoramidates optiquement patrsnontré que les deux stéréoisomeres
avaient des effets antagonistes sur leurs propridtéybridation a leur brin de séquence
complémentaire. En revanche, lorsqu’il s’agit djolucléotides phosphoramidates
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d’anomérie non naturelle, leur température de fusion est améliorée para@pg un
oligonucléotide témoin, méme lorsqu’ils sont sausfe de mélange de stéréoisoméeres6{
118. Enfin, sur le plan thérapeutique, les oligonotilfes phosphoramidates perdent en
général leur capacité a recruter la RNAse H powr stnatégie antisens, et n’interviennent

alors pour ce type d’'application que par blocagedte de I'étape de traductiohl, 120.

C. Les DNG (ou RNG)

Un dernier exemple de modification de la liaisonteimucléosidique implique un
remplacement complet du groupement phosphate par fonction guanidine, pouvant
s’effectuer sur support solide : il s’agit des DINK21] (Deoxynucleic guanidine, Figure 27)
et RNG (Ribonucleic guanidine}22,.

I ® NH
0=P-0 HoN=(
|
Base NH Base
R —
0] 0
3 $
ADN DNG

Figure 27 : Comparaison de la structure des DNG eates oligonucléotides ADN

Ce changement de squelette permet d’obtenir depasés résistants aux nucléaskdd et
augmente fortement I'affinité de ces analogues ém@cbrin cible complémentairé24]. En
raison d’'une synthese toujours en développementDES/RNG essentiellement monotones
(présentant un seul type de bases) ont été réaligdxédant pas une dizaine de nucléotides
de long [L125-128 ou bien des oligonucléotides avec un squelettdeniDNG/DNA [123 ou
DNG/PNA [129. Récemment cependant, un hexamere et un dodéeadeerséquences
mixtes ciblant 'ADN télomérique humain ont pu étméalisés et leurs propriétés

physicochimiques étudiée$dq.
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2. Modification au niveau du sucre

Il existe plusieurs types de modifications possitde niveau du sucre des oligonucléotides.
La plupart d’entre elles touche la position 2'. Ques exemples parmi les plus usités sont

donnés ci-apres.

a. Les LNA (Locked Nucleic Acids)
Les LNA sont des oligonucléotides décrits pour leenmuere fois par le groupe de
Wengel [L3]] possédant un ou plusieurs nucléotides modifiésatie que I'atome d’oxygene

en position 2’ du sucre ribose soit relié au caébdnpar un « pont » méthyléne (Figure 28).

Cé) base

B~

O
90
LNA

Figure 28 : Structure des LNA

Cette restriction de la conformation permet d’augteel’affinité d’un oligonucléotide ADN
ou ARN possédant un ou plusieurs résidus LNA pauseguence complémentaires (jusqu’a
9,7°C d'augmentation de la température de fusionr pane seule modification LNA
introduite, par rapport a un duplex contrdle nordifié) [132. Cette particularité, conjuguée
a leur capacité a discriminer un mésappariemenfagrdes composés de choix pour des
applications diagnostiques telles que la PCR. [Péapart, selon le nombre de nucléotides
LNA introduits au sein d’'un oligonucléotide, le cpasé résultant conserve ou non sa
capacité a recruter la RNAse H. En introduisanteseent quelques résidus LNA, on peut
donc non seulement conserver une activité antiseag en plus accélérer le clivage de la
cible ARN par la RNAse H, car les oligonucléotidéd$A ont une affinité accrue pour leur
séquence complémentai3f§. Leur stabilité aux exonucléases est eégalement
considérablement améliorée : ainsi un oligonuaiieotiantisens 18-mers possédant
3 modifications LNA a chaque extrémité possédeampts de demi-vie de 15 h contre 1,5 h
pour un oligonucléotide antisens sans modificatietn 10 h pour un oligonucléotide
phosphorothioated 83.
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b. Les modifications portant sur la position 2’ : 2’-OMe, 2’-MOE et 2’-fluoro

En raison de la présence sur le ribose d'une fonctalcool en position 2, les
oligonucléotides ARN sont beaucoup plus sensiblesd&gradation chimique et aux attaques
des nucléases que leurs homologues ADN. Pour sEmsa de nombreuses modifications en
position 2’ ont été envisagées, essentiellementr maugmenter leur stabilité face aux
nucléases. Parmi les plus connues, on retrouventedifications 2'O-alkyles : 2’-OMe,
2’-MOE et la modification 2'-fluoro (Figure 29).

é base O base O base
O i
2'-OMe —fluoro 2 -MOE |

Figure 29 : Modifications en position 2' du sucre

La modification 2’-OMe (2'-O-Méthyle) est présentaturellement sur les ARN ribosomaux
des mammiferesBl]. Elle permet comme prévu daugmenter la résigtandes
oligonucléotides aux nucléases présentes dangueng€34]. Elle est tres utilisée pour les
différentes thérapies basées sur des oligonucEnti@omme pour toutes les modifications
2'-O-alkyle, elle est employée pour des stratégies sam$i indépendantes de la
RNAse H BQ] : elle fait par exemple I'objet d’essais clinigueour I'application saut d’exon,
en conjugaison avec les modifications phosphorateofi6]. Enfin, elle est également
largement employée pour augmenter la stabilité sileBIAs [L34-136. Toutefois, dans ce
dernier cas, I'incorporation des modifications 246 le long du siRNA doit étre maitrisée
pour maintenir une activité normale des siRNA3(, 137. Un siRNA composé entiérement
de nucléotides 2’-OMe par exemple n’est plus capabhctiver le mécanisme d’ARN
interférence. Actuellement deux siRNAs candidatsliognments basés sur ces modifications
sont en phase clinique Il : PF-4523655 (Quark étePf pour le traitement de I'oedéme
maculaire diabétique, et QPI-1002 (Quark) pour teitédment d'insuffisance rénale
aigue [L3§].

La modification 2’-MOE (2'©-Méthoxyéthyle) est également tres employée. Aiaai,la
retrouve chez deux des candidats médicaments asfigela société ISIS pharmaceuticals : le
mipomersen139 (ISIS 301012, en passe d’étre commercialisé)r p@uégulation du taux
de cholestérol associé aux lipoprotéines LDL (mauwvcholestérol) et OGX-011 (ISIS

112989) en tant qu’anti-cancéreux. Toutefois sadsation en ARN interférence est un peu
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plus limitée : cette modification portée sur lenbantisens des siRNAs semble affecter leur
efficacité, il parait donc plus judicieux de places modifications sur le brin seri3[].

Bien gu’étudiée également pour des oligonucléotatgsens 140, la modification 2’-fluoro
est principalement utilisée en ARN interférencdasqgue contrairement aux deux précédentes
modifications citées, elle peut étre placée a ndrtgpquelle position des siRNAs sans altérer
leur efficacité 13§. Comme pour les modifications 2’-OMe et 2'-MOE modification
2'-fluoro augmente la stabilité aux nucléases ebifiae une conformation C 3’ endo du sucre
des oligonucléotides, particulierement adaptée afdamation de duplex dans une
conformation A [L3§. Toutefois c’est l'alternance entre des modiiicas 2-OMe et
2'-fluoro qui semblent donner les siRNAs les plffscaces (amélioration de I'efficacité d’'un
facteur 500) 141].

3. Modification des nucléobases

Les modifications apportées sur les nucléobasesplusieurs obijectifs : elles permettent
d’augmenter la stabilité des duplex correspondgmas exemple addition de spermines sur les
bases), d’empécher la formation de structures skdm@ms (exemple : G-quadruplexes) et
d’améliorer les propriétés biologiques des oligdéotides correspondants. Parmi les
nombreuses modifications envisageables pour augmkenstabilité des duplex, I'une d’entre
elles, réalisée au laboratoire consiste a intredutire polyamine naturelle, la spermine, sur un
nucléotide portant une base guanine (Figure 30te@atroduction s’effectue par la chimie

des phosphoramidite$42.
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Figure 30 : Guanine madifiée a I'aide d'une spermie
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Par cette méthode, jusqu’a 4 modifications spersiaet pu étre insérées au sein d'un

oligonucléotide 22 mers. L'étude des propriétés al@pnucléotides correspondants montre
une stabilisation des duplex modifiés (augmentaties températures de fusion de +3°C par
spermine dans des conditions salines 100 niMJ|[

Certaines modifications des bases ont pour but pietmer la formation de structures

secondaires, que ce soit pour une application eargtiou pour les TFO. Ainsi, certaines

séquences d'oligonucléotides antisens présententgifs guanines contiglis capables de
s’arranger en G-quadruplexes, grace a des interactie type Hoogsteen. Ces structures
pouvant étre contraires a l'effet antisens rechierdds remplacer par des bases modifiees
7-déazaguanosines par exemple (Figure 31) a peféiger la formation de ces structures

secondaires en abolissant la formation de liaisiendoogsteenl02, 144.

O OH
3
7-deazaguanosine

Figure 31 : 7-déazaguanosine

D’autre part, bien gu’il soit possible d'utiliseesl TFO présentant des bases pyrimidiques, la
formation de structures secondaires, telles que Gequadruplexes, a concentration
physiologique en ion Kpeut inhiber la formation d’une triple hélice. mdorporation de
bases modifiées telles que les 6-thioguaninesoid-#eazaxanthines (Figure 32) a permis de
réduire ce phénomén#45, 146. Ces modifications sont donc parfaitement indegpi@our

étre incorporées dans des TFO.

(0] SH
N
o1 e
: N N/&O § N >NT N,
(0] H (0]
(6] (0]
0] (6]
B §
7-déaza-2'-désoxyxanthosine 2'-désoxy-6-thioguanosine

Figure 32 : Structure des bases modifiées 7-déazanthine et 6-thioguanine
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4. Modification de I'enchainement sucre-phosphate

a. Les oligonucléotides morpholinos phosphorodiamidate(PMO)

Les oligonucléotides morpholinos phosphorodiamilasent des analogues des acides
nucléiques dont 'enchainement sucre-phosphateoesplétement remanié, puisque le sucre
ribose est substitué par un cycle morpholine, et tgi phosphate est remplacé par un
groupement phosphorodiamidate. (Figure 33) Leuthege s’effectue sur support solide avec
d’excellents rendements de couplage (autour de&8)%T des temps de couplages couris (T
d’'une ou deux minutes). Contrairement a leurs ayjuss morpholinos carbamates, également
neutres, leur lien phosphorodiamidate leur assme honne solubilité en permettant un
excellent empilement des bases. lls s’averent &e particulierement résistants a une grande
variété de nucléases et enzymes et conserventpéuedisité remarquable. lIs sembleraient
gu’ils pénétrent dans les cellules par endocytossEs que la majorité voire la totalité des
oligonucléotides mis au contact de cellules restdicée dans les endosomes. Comme pour
la plupart des oligonucléotides présentant unectstre profondément modifiée, ils agissent

en tant qu’agents antisens indépendants de la RNA%47).

§
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Figure 33 : Structure des oligonucléotides morphatios

Les oligonucléotides morpholinos sont donc pringpeent utilisés en tant qu’outil antisens
pour déterminer la fonction de généd® ou pour des applications en saut d’exon. Des
oligonucléotides morpholinos utilisés pour cettentre stratégie font actuellement I'objet
d'un essai clinigue en phase I/ll pour le traiteme® la myopathie de Duchenne

(AVI-4658) [49]. Les reésultats montrent une restauration locate I'dxpression de la

46 Confidentiel



Chapitre 1 : Utilisation des acides nucléiques & thérapeutique

dystrophine de 22% a 32% en moyenne (pour 44% ad&®4ibres musculaires) en ciblant

I'exon 51 pour une dose maximale administrée der@y%g™” (4 semaines apreés injection).

b. Les acides nucléiques peptidiques (PNA)

Les PNA sont des oligonucléotides dont le squeleiurel a été remplacé par un
enchainement neutre dd-(2-aminoéthyl)-glycines reliées entre elles pars dmisons
peptidigues. Les bases sont rattachées a l'ossgepédique par des liaisons méthyl
carbonyles (Figure 34).

ﬁ Y\ base
o O

PNA

Figure 34 : Structure des acides nucléiques peptiglies

Ces composeés ont étée développés par le groupe e Pe Nielsen49. Malgré une
similitude structurelle plus forte pour les progsnque pour les acides nucléiques, ils
conservent leur capacité a former des liaisonsdggires de Watson Crick4Q et sont tres
résistants aux dégradations par les nucléases éagpprotéasedfig. La neutralité de leur
squelette leur assure en outre une plus forteactien avec leur séquence complémentaire,
par absence de répulsion électrostatique entredéesx brins: leur J est augmentée
d’environ 1,5°C par paire de bases par rapport duphex normal 150. lls présenteraient de
plus une spécificité (capacité a discriminer unqueéce parfaitement complémentaire de
séquences comprenant un ou plusieurs mésappar@négatle voire supérieure aux duplex
ADN/ADN pour de courtes séquences1 mers)151. En revanche, lorsque la séquence
devient plus longue, 'augmentation de I'affinitésdPNA pour leur cible va a I'encontre de
leur spécificité 152. D’autre part, les PNA seuls ne sont pas capatdgsasser la membrane
cellulaire, ni de recruter la RNAse H. Pour cetenitre raison, ils ne sont donc pas adaptés a

une application antisens classique. C’est pourgsi@ont principalement employés pour une
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stratégie de correction de I'épissage alternatifdeusaut d’exon, indépendante de cette
enzyme. Dans cette optique, ils ont été utilisé&x auccé vitro commein vivo [153-159.
Cependant, les PNA seuls se sont avérés indntifdvo[154] et leur conjugaison a des
résidus lysines ou des peptides de pénétrationlaiett (CPP, cf. p.50) est nécessaire pour
leur efficacité 154, 15%. Cette conjugaison s’avere possible grace adguelette peptidique,

qui permet de coupler aussi bien de petites masaylie des peptides.

E. Les oligonucléotides conjugués

Il existe un certain nombre de molécules qui petédre conjuguées aux oligonucléotides,
comme par exemple des fluorophores, des compleXdallimues ou des nanoparticules.
Nous nous attacherons dans cette partie a ne eléer@ la conjugaison de blocs permettant
une ameélioration de la biodisponibilité, de la mwaissance et/ou de linternalisation
cellulaire des oligonucléotides résultants. Legamiucléotides conjugués peuvent avoir un
squelette naturel ou modifié. La conjugaison cavagrésente un avantage non-négligeable
par rapport aux vecteurs synthétiques ou viraube:permet un meilleur contréle de la taille
(par ailleurs plus proche des principes actifsassiques ») et de la composition finale des
produits obtenus, et parait donc mieux adaptée @éweloppement pharmaceutique. Les
oligonucléotides conjugués, mieux caractérisés bt ainsi plus adaptés a des contrbles

gualités.

1. Les oligonucléotides conjugués a des parties lipidiques

La membrane cellulaire est formée d'une bicouche pti@spholipides dans laquelle
s’'intercale, entre autres, des molécules de cltdstll semble donc assez évident de
modifier la nature tres hydrophile des oligonudded en leur ajoutant des parties
hydrophobes pour augmenter l'affinité des acidedéigues pour la membrane cellulaire et
faciliter ainsi leur internalisation. Bien que laesodifications lipidiques puissent étre
introduites a n'importe quel endroit de la séquelfegure 35) elles sont préférentiellement

conjuguées aux extrémités 3’ ou 5’ de I'oligonutide.
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Figure 35 : Conjugaisons possibles des parties lgiques

@ - Nucléotide

Cette conjugaison a des parties lipidiques permet fdcon générale d’améliorer
I'internalisation cellulaire et I'efficacité biolaguein vitro etin vivo (antisens, TFO, SiRNA,
MiRNA) des oligonucléotides correspondants par seppux mémes oligonucléotides non
conjugués156-163. De facon peu surprenante, la conjugaison a detiep lipidiques
renforce également la résistance des acides nuekigux nucléase$g4. Dans la majorité
des cas, le lipide conjugué est un cholestérolc@eposé permet ainsi aux oligonucléotides
amphiphiles d’interagir avec les lipoprotéines desde densité (LDL) et donc avec les
récepteurs cellulaires des lipoprotéines (LDL) atofise ainsi leur entrée cellulairssH.

Les oligonucléotides résultants sont majoritaireinpeis en charge par les cellules du foie.

2. Les oligonucléotides conjugués a des carbohydrates

Les saccharides ou oligosaccharides ont des intplisatres variées dans les processus
biologiques (pour une revue détaillée, voir Vafkipg. Lies a des protéines ou a des lipides,
ils semblent jouer un role essentiel dans la reaissance cellulaire et présentent de ce fait un
grand intérét pour des applications thérapeutifil@d. Par exemple, différentes protéines
membranaires (lectines), génerent I'endocytose aléagules liées a un ligand glycosylé. Ces
lectines reconnaissent le plus souvent un « agrégdat motifs carbohydrates précis, plutot
gu'un motif isolé. Des lectines intracellulaires ripettent également de diriger les
glycoconjugués vers le cytosol ou le noyau. Congugles saccharides a des oligonucléotides
semble donc un moyen intéressant d’adresser lepas#a correspondants a un type
cellulaire particulier et augmenter leur stabild@éla dégradation par les nucléask’q.
Toutefois la majorité des publications sur le sugiporte essentiellement la synthése de tels
composés (pour une revue, voir Zatsepin et Oretgagd et trés peu d’applications

biologiques sont décrites. Certains travaux temsmgnnéanmoins de [l'utilisation d'un
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hexameére glycoconjugué pour une activité anti-VIF(, ou d’une internalisation spécifique
des oligonucléotides glycoconjugués en vue d’appbias antisensl[/1-173.

Une application trés intéressante de ces glycogogs consiste en la réalisation de
biopuces 174, 17%. Des oligonucléotides conjugués a quelques résislaccharidiques
(fucose, galactose, mannosgj$-178 jusqu'a des «dendrimeres» contenant
16 galactosesl[f9g ont ainsi été récemment réalisés en combinant chemie de
phosphoramidites et la chimie «click » (couplage Kuisgen). Ces oligonucléotides
conjugués a des fucoses et galactoses ont égeatde facon fructueuse pour reconnaitre des
lectines en solution, puis les complexes correspotsdont été immobilisés sur une puce
possédant des séquences complémentaires a leier mactéotidique174]. D’autre part, la
synthése des « dendriméres » carbohydraf€®} [devrait permettre la réalisation de puces
pour lidentification d’inhibiteurs de la lectineAPIL de Pseudomonas Aerugingsgui

reconnait particulierement les motifs galactod&§)|

3. Les oligonucléotides conjugués a des CPP

L’idée d'utiliser des peptides de pénétration dalhe pour linternalisation d’acides
nucléiques vient de l'observation que la protéDmsophila Antennapedigl8]1] ou la
protéine Tat du VIHI82, 183 sont capables de pénétrer par elles-mémes darcelieles.
Les peptides les plus couramment utilisés pourug@igon covalente sur les oligonucléotides
ont donc une origine naturelle, tels que le pepliae48-60, dérivé du gene du transactivateur
de transcription du VIH184 et le peptide pénétratine, provenant de la pmetBirosophila
Antennapedigl84. Comme évoqué précedemment p.35, des peptideméedhues,
provenant de différents domaines protéiques assots que le transportabdy, peuvent
également étre utilisés. Ces peptides de pénétragibulaire sont généralement cationiques a
pH physiologique, riches en arginines ou lysinese @tude structure-activité ayant montré
limportance des résidus guanidines dans le peplide 48-60, des peptides purement
constitués d’arginine sont aussi employEsq.

Le mécanisme d'internalisation de ces peptidesowmities, hydrophiles, est sujet a
controverse. Alors gu’initialement un mécanismerdeslocation membranaire était évoqué,
il semblerait a présent que les CPP, en particldiesqu’ils transportent des biomolécules,
soient pris en charge par endocytdk®/] 188. Il est possible également que plusieurs
mécanismes de transfection se déroulent simultaméii®d. Dans la mesure ou les acides
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nucléiques ne sont plus protégés des attaquesutdSases par un vecteur particulaire, la
plupart des CPP est conjuguée a des oligonucléotiamlifiés tels que des oligonucléotides
PMO, PNA ou 2-OMe phosphorothioates. En raison ais altérations structurelles
importantes, ils trouvent majoritairement des aions en correction de I'épissage
alternatif ou en saut d’exoi$5, 190-19P ou les oligonucléotides agissent exclusivement
par blocage stériqgue et ne nécessitent pas unanassance enzymatique. Toutefois ces
composés ont également été testés avec succes gmair applications en ARN
interférence193-194. Une des principales limites a [lefficacité dedigonucléotides
conjugués a des peptides de pénétration cellydaingent du fait que tous ne leur permettent
pas de s'échapper des endosomi®3][ Dans ce cas, seule une infime partie du matériel
génétique se retrouve libéré dans le cytoplasnwes ajue le reste est séquestré dans les
vésicules d’endocytose. Si I'ajout d’agents endadgtiyues permet de corriger ce probleme,

ceux-ci présentent souvent une trop forte toxicitévo [198].

V. CONTEXTE ET OBJECTIF DE LA THESE

A. Contexte

Comme nous l'avons vu, ces dernieres années, delhesithérapies basées non plus sur des
géenes, mais sur des oligonucléotides ont émergén Bjue les vecteurs synthétiques
initialement développés pour la thérapie géniquesgamt étre adaptés au transport de ces
molécules, la différence de taille entre gene egoaucléotide demande souvent leur
optimisation. Tout en continuant la recherche 8 wecteurs particulaires, les efforts du
laboratoire se sont tournés vers un nouveau moyatermhalisation des acides nucléiques : la
conjugaison covalente sur un oligonucléotide dedussresponsables de son internalisation
cellulaire. Cette stratégie est devenue envisagea#c la réduction de taille du « principe
actif » du gene vers l'oligonucléotide. Le passagm vecteur particulaire a une simple
molécule conjuguée permet de s’affranchir d’unaerinombre d’inconvénients observés
avec la premiére classe d’agents de transfectiothéiiques. En effet, en raison de leur taille
et de leur charge, ces derniers sont souvent cqueSoa des problémes dinstabilité
colloidale, d’'agrégation sur des protéines sériguasdes composants de la matrice
extracellulaire, d’opsonisation et phagocytdsH,[ et de mauvaise diffusion dans les
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tissus RO. En observant les différents vecteurs synthésqdéveloppés, on s’apercoit que
ceux-ci présentent en général une charge globaigiyi qui leur permet d’interagir a la fois
avec les acides nucléiques et la membrane ce#ulddependant pour les polyméres
cationiques présentant une charge cationique netteme la poly-L-lysine, le matériel
génetique reste sequestré dans les endosomes.vanmchie, les polymeéeres exercant un
pouvoir tampon, comme la PEI, permette la ruptwge eéndosomes. En se basant sur ces
observations, il parait donc logique de greffer R acides nucléiques une polyamine
naturelle, la spermine. Le choix de cette polyanmiest pas anodin : elle est présente a une
concentration de 'ordre du millimolaire dans ledldes, posséde quatre amines protonables
a pH physiologique (pKa =10,8; 10,0; 8,9 et 8,@%C, force ionique 100 mM) et est
connue pour se lier a I'ADN indépendamment de spieydce 199. Un étude menée au
laboratoire a montré que les ammoniums de la spersont capables de former deux liaisons
hydrogenes au niveau du petit sillon de TADN-ZD(). De plus, la vitesse d’association de la
spermine a I’ADN lui permettrait de se déplacereammpant » le long du petit silloAQ1].

Le couplage répétitif de cette entité a I'extrém®éou 5 d'un oligonucléotide permet
d’obtenir des composés de charge globale négatieetre ou positive. (Figure 36). Ces
couplages s’effectuent efficacement, avec des madis > 95%, grace a la chimie des
phosphoramidites. Les conjugués obtenus préseategrand intérét pour des applications
diagnostiques. Une premiere étude, amorcée par Boat et complétée par Noir et al.
montre que la présence de spermines permet deuwbdmies répulsions électrostatiques entre
les phosphates et ainsi améliorer la stabilité digslex correspondants. D’autre part, il
devient possible de moduler les températures deorfuget donc I'hybridation d’un
oligonucléotide conjugué a sa cible, en ajustanbli@bre de spermines qui lui sont couplées.
Ceci présente un intérét particulier pour des appbns en PCR (cf p. 13), ou il est important
de maitriser la température de fusion des amorageatidiques. Cette approche a donc été
testée par Moreau et &@(2. Non seulement, la présence de spermines suartemces
n'altere pas leur prise en charge par les enzynwgmgrases de la PCR, mais les
oligonucléotides conjugués (appelés ZNA) restegcifigues et permettent la détection de
cible génomique présente en faible concentratiog’iagerent ainsi parfaitement adaptés pour

un usage en PCR multiplex.
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Figure 36 : Couplages des spermines a I'extrémité du 3' d'un oligonucléotide

Une nouvelle étude a été réalisée cette fois-cs diaue optique thérapeutique, par Nothisen et
al. [203. Elle consiste a tester l'efficacité a éteindiexpression d’'un géne de SiRNAs
couplés a des spermines, de charge globale caienigs résultats obtenus ont montré que
ces oligonucléotides cationiques (2 uM) sont cagmll’étre internalisés par des cellules
humainessans agent de transfection(Figure 37, d’aprés Nothisen et akpQ, et se
retrouvent non seulement dans le cytoplasme, ngatedent dans le noyau des cellules
transfectées. Les siRNAs cationiques présentent,plds, une trés bonne efficacité
d’extinction de [I'expression d'un géne rapportedr 90%) pour des concentrations

submicromolaires.
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Figure 37 : Internalisation cellulaire d'un oligonucléotide ADN cationique $gN] 1o fluorescent

B. Obijectif de la théese

Face au réel intérét présenté par ces composiésakes de recherche ont été développés au
cours de ma thése. Le premier consiste a amélieseemropriétés des oligonucléotides
conjugués en modifiant la nature de la queue pdlyamPour cela, le lien spermine
inter-phosphate, de masse molaire élevé et aniernpguit étre remplacé par une liaison de
masse molaire moins importante et chargée posigmenCette modification de la chaine
polyaminée nécessite un remaniement complet daifaie de couplage (phosphoramidite)
utilisée jusqu’a présent. Nous avons donc testigdmérisation de spermines par formation
d’une liaison guanidine. Les propriétés physicavifjues de ces nouveaux composés ont été
ensuite évaluées, comparativement aux oligonudésttonjugués obtenus par la chimie des
phosphoramidites.

Le deuxieme axe de recherche de ma thése a coasisy@thétiser des oligonucléotides
conjugués de premiére génération, modifiés pourappdication thérapeutique : la correction
de I'épissage alternatif. De facon classique, leekgte des différents oligonucléotides
antisens utilisés pour cette étude a été transfod®mémaniere a posséder des liens
inter-nucléosidiques phosphorothioates et des sr®Me. Les composés correspondants
ont été conjugués a un nombre variable de spermirieuence de ce nombre de spermines
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conjuguées, l'efficacité en fonction de la concatidn et du temps et la spécificité de ces
oligonucléotides cationiques ont ensuite été test@ebiologie cellulaire.

Enfin, le dernier axe de recherche de ma theseseegar I'étudein vitro de siRNAs
cationiques en vue d’une applicationvivo. Comme nous l'avons écrit précédemment, les
grosses particules ne diffusent pas bien dansdesstd’ou l'intérét d’utiliserin vivo, pour
une application systémique, des molécules isoléaslieu de particules. Toutefois, des
molécules cationiques d’une taille aussi petited g@énéralement excrétées par les reins par
filtration glomérulaire (sélectivité de taille et @dharge). D’autre part, les siRNAs cationiques
auto-transfectants ne sont plus protégés de ligetdes nucléases par aucun vecteur. Ainsi,
afin d’augmenter la résistance aux nucléases de dligenucléotides ainsi que leur
biodisponibilité, il nous a semblé judicieux de fEg-assembler avec une protéine sérique :
'albumine. Les complexes siRNAs-albumine ainsiiés pourraient alors étre utilisésvivo
pour une injection par intraveineuse. Dans le desse favoriser linteraction entre
I'albumine et le siRNA cationique, trois analogues ainsi été synthétisés, présentant tous un
groupement lipidique. Cette partie lipidique doiéndr « d’ancre moléculaire » pour

« accrocher » le siRNA a l'albumine. Aprés synthéke ces trois siRNAs cationiques
lipophiles, ces composés ont été caracterisésgpuibésin vitro afin d’évaluer leur potentiel

pour une future applicatian vivo.
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l. INTRODUCTION

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 1, la premi@énération d’oligonucléotides
conjugués a des polyamines est obtenue par coupdagétif d’'une polyamine naturelle, la
spermine, par la chimie des phosphoramidi2€gl][ Cette chimie, tres utilisée dans la
synthese des oligonucléotides, permet usuellemerbdpler les nucléotides entre eux avec
des rendements quasi-quantitatifs en 15-20 secatddmoutit a la création d’un groupement

phosphate. Un synthon phosphoramidite sperminena élig¢ synthétisé (Figure 38).

H
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Figure 38 : Synthése du phosphoramidite spermine

Grace a ce synthon, jusgqu’a une quarantaine désnsippermines peuvent étre conjuguées de

facon automatisée a l'extrémité 5 ou 3’ d'un olgeléotide, avec des rendements de
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couplage moyer 95% et les oligonucléotides conjugués réesultarésgmtent des propriétés
particulierement intéressantes (cf. chapitred51). Afin d’améliorer encore ces
caractéristiques, plusieurs changements structusank envisageables et font I'objet de ce
chapitre de these. Tout d’abord, le groupement giette inter-spermine va a I'encontre du
but recherché : il est « lourd », chargé négativereeclivable en conditions basiques fortes,
ce qui nécessite l'utilisation de nucléotides pospmidites avec des protections
« ultramild ». Or afin d’optimiser la transfectiales oligonucléotides, le ratio masse/charge
doit étre le plus petit possible. D’autre partsimthon spermine a été bis-alkylé (prod,it
Figure 38) pour introduire les fonctions phosphadit® et alcool. A chaque couplage,
8 carbones sont introduits en plus de la spermamgmentent la masse molaire de la structure
et n'apportent pas de charges cationiques. Afitha&ser la masse molaire globale de nos
conjugués oligonucléotides, l'idée initiale étaibnn seulement de supprimer ce lien
inter-spermine, mais surtout de le remplacer pa& limison de plus faible masse molaire,
chargée positivement. Pour cela, l'utilisation duliaison guanidine semble parfaitement
indiquée (Figure 39).

HN~ “NH, <—— HaNT “NHp
pKa=12,6
0
NH 0
N NH P
¢ ] Y HNT N OH
/
N~ "N UNH NH,
Guanine Arginine

Figure 39 : Le groupement guanidine

En effet, la guanidine libre, dont la charge esbchlisée par effet de mésomérie, présente un
pKa de 12,6 en conditions physiologiques, ce quisepérieur aux pKa des différentes
amines de la spermine. Le groupement guanidinenasitrellement présent sous forme
cycliqgue dans une base azotée de I'’ADN, la guaningous forme guanidinium dans un acide
aminég, l'arginine. Cette fonction est particulieerhintéressante pour sa capacité a former
des liaisons hydrogenes et présente de ce faipagsiétés importantes de reconnaissance

moléculaire et de catalys2(5. Son insertion entre les unités spermines deenair pour
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effet d’augmenter la charge cationique de la quualgaminée, tout en diminuant la masse du

lien inter-spermine (Figure 40).
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Figure 40 : Structure de la nouvelle génération dligonucléotides conjugués

Les oligonucléotides-polyspermines résultants depam la suite appelés oligonucléotides
guanidinospermines. A nombre de spermines équitslem s’'attend & ce qu'ils aient une
masse molaire et un ratio charge cationique/massesnmmportants que les oligonucléotides
polyspermines développés jusqu’a présent. Ceciadetiréoriquement améliorer a la fois
l'internalisation cellulaire des oligonucléotidesnfugués, ainsi que leur affinité pour leur
séquence complémentaire.

L'oligomérisation de spermines par un lien guanidim requiert une chimie de couplage
tres différente de la chimie des phosphoramiditesneployée précédemment Plusieurs
stratégies de synthese permettent d’introduirefanetion guanidineg06-20§. La facon la
plus simple et courante d’obtenir une oligomér@atde fonctions guanidines sur support
solide consiste en la réaction entre une fonctinime et une fonction thiourée ou isothiourée,
en présence d'un activate@0[7-213. Dans notre cas, la fonction thiourée sera pqotaele
nouveau synthon spermine, alors que le suppodesaliborera la fonction amine.

Afin d’oligomériser des spermines par liaisons ddees, nous avons donc réalisé un
synthon présentant d’'une part, la fonction réactiieurée, d’autre part, un groupement
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protecteur dosable en UV-visible par clivage. Efetefcomme la réaction de couplage
s’effectue sur support solide, il n'est pas possitié suivre I'évolution de la réaction. La
présence de ce groupement protecteur dosable petomet d’évaluer le rendement du
couplage.

La validité de ce nouveau synthon spermine, aingispn rendement de couplage sur support
solide ont ensuite été testés. Cette molécule a darpremier temps été couplée en 5’ d'un
oligonucléotide décamére ADN sur lequel a été thirbune fonction amine. Par la suite, les
guanidinospermines ont d’abord été oligomériséepaaition 3’ sur des supports modifiés,

avant synthése de I'oligonucléotide décaméere ADN.

. SYNTHESE DU SYNTHON SPERMINE

A. Différenciation des amines primaires/secondaires de la spermine

Les composés Fmoc isothiocyanate et chlorure deoreméthoxytrityle nécessaires
respectivement pour l'introduction de la fonctidmourée et du groupement dosable en UV
sont trés réactifs. En conséquence, on différetanes un premier temps les amines primaires
des amines secondaires de la spermine a l'aidecdg@ments protecteurs orthogonaux. Les
groupements protecteurs présents sur la moléauddefidevront par ailleurs étre facilement
déprotégés dans des conditions compatibles ay@édance d'oligonucléotides.

La spermine a donc d’abord été tétratrifluoroad&\d I'aide d’anhydride trifluoroacétique en

présence d’'un activateur, la DMAP pour donner impose tétraprotége(Figure 41).

TFA
TFA,O, DMAP | NH—TEA
TFA—N N N N N N
H I
DCM TFA

Spermine 1

H
N NH
HzN/\/\H/\/\/ N V2

Figure 41 : Synthése de la spermine tétra-trifluoracétylée 1
Le produit brutl obtenu est ensuite traité par du dicarbonate -¢edibutyle), toujours sous
activation par de la DMAP. On suppose qu’il se pib@lors une protection des amines
primaires de la spermine par les groupements Bolgrénda présence des groupements

protecteurs TFA. Aprés recristallisation dans léhagol, on obtient la spermi@eprésentant
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des groupements protecteurs orthogonaux sur segesrprimaires et secondaires. En effet,
lors du traitement dans le méthanol, les groupesngmotecteurs TFA se déprotegent
spontanément des amines primaires en ne laissantspale protection que les groupements
Boc (Figure 42).

TFA 1) Boc,O, DMAP TFA
! DCM N NH—Boc
TFA—N/\/\N/\/\/N\/\/NH_TFA Boc—H/\/\l}l/\/\/ TN
H TFA 2) MeOH TFA
1 2

Figure 42 : Synthése de la spermine tétraprotégée 2

A ce stade de la synthése, il paraissait oppatitiéprotéger les groupements Boc pour
introduire d’'une part la fonction thiourée, d’aupart, le groupement MMT, puisque les

groupements TFA peuvent étre déprotéges dans dektions compatibles avec la synthese
d’oligonucléotides (en présence d’'une solution dtamiaque concentrée pendant une nuit).
Or, lors de la déprotection des groupements Bodediacide trifluoroacétique en exces puis
passage sur une colonne échangeuse d’ions, onstatgtogque les groupements TFA migrent
des amines secondaires vers les amines primairkesspermine (Figure 43). Un phénomene
similaire a également été observé par Hesse et[2b8]. Ce transfert intervient via un

mécanisme de cyclisation a 6 atomes, privilégié lpdrit que les amines primaires de la

spermine sont séparées de 3 carbones des amioesiaiees.

TFA TFA en excés

H
\ N NH-TFA
Boc—N/\/\N/\/\/N\/\/NH‘BOC TFA;H/\/\H/\/\/ ~ N
H I

TFA
2

Figure 43 : Migration des groupements trifluoroacéyles sur les amines primaires

Il a semblé alors plus judicieux de déprotégergleripements TFA en présence d’'un exces

Y

de soude (Figure 44), et de protéger a nouveaurddup3 ainsi obtenu a l'aide de
groupements protecteurs carbamates, qui ne pooirrgias se transposer des amines

secondaires aux amines primaires.

TFA
—Boc
/\/\/N NH
BOC;H/\/\N ~ TN

TFA MeOH / H,0
2 3

NaOH excés

H
N NH—Boc
BOC_HN/\/\”/\/\/ ~N

Figure 44 : Synthese de la spermine diprotégée 3
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Pour cela, nous avons choisi d’'introduire le groopet Npeoc, décrit par le groupe de
Pfleiderer comme compatible avec la synthese dialigléotides214. Ce groupement
carbamate se déprotege paglimination en présence d’une base non nucléopkilBBU, a

une concentration de 1 M dans l'acétonitrile egrgimt du nitrostyrene (Figure 45).

4 DBU :

O

=

Groupement N H

Npeoc < B “ . e N n +
H ‘) >
0 O
\( Nitrostyréne
N~ e N N

Dosable en UV & 303 nm

Figure 45 : Déprotection des groupements Npeoc dbération de nitrostyréne
Il sera donc possible d’effectuer un suivi de lprdéction des groupements Npeoc en dosant
en UV a 303 nm, le nitrostyréne libéré. Afin d'inséles groupements Npeoc sur les amines
secondaires de la spermide un carbonatd a préalablement été synthétisé avec un
rendement de 77%, en faisant réagir du 4-nitroph&hélcool avec du chloroformiate de

4-nitrophényle, sous activation par de la pyridiRigure 46).

NO, NO- Pyridine OZN\@\ o)
0°C >TA
+ by
DCM \/\@\
e ‘ o
OH

2
Cl

Figure 46 : Synthése du carbonate 4

Le nitrophénol constituant un excellent groupe gudrt c’est exclusivement la protection
Npeoc qui est incorporée sur les amines secondaeérés spermine a l'aide du carbonétet
de DMAP pour donner la spermibe protégée avec des groupements protecteurs

orthogonaux (Figure 47).

Npeoc

N N—B
Boc— H N N N N N oc
DCM Npeoc
3 5

4, DMAP

H
—Boc
Ao~ N NH
BOC*N/\/\H \/\/

Figure 47 : Synthése de la spermine tétraprotégée 5
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Toutes ces synthéses servant a la différenciatesnasnines primaires et secondaires de la
spermine sont réalisées avec un rendement par #@%6. Chaque produit est obtenu par
précipitation ou cristallisation avec une trés dempureté et ne requiert donc pas de

purification par colonne chromatographique, souvastidieuse dans le cas de polyamines.

B. Introduction d’'un groupement protecteur MMT dosable a 478 nm

Le couplage de la spermine devant s’effectuer susupport solide, il est difficile d’évaluer
le rendement de la réaction entre 'amine port@deaupport et la thiourée Parer 'amine
primaire distale du synthdh d’'un groupement protecteur dosable en UV-visibégnpet
d’évaluer le rendement de couplage de la spernflae.analogie avec la protection trityle
DMT utilisée classiquement en synthese d’oligonotfies, le groupement MMT a été
spécialement développé pour la protection des amiRar traitement acide, il permet de
libérer un cation MMT dosable & 478 nm. L'introduction de ce groupenpeotecteur sur la
spermine impligue au préalable la déprotectiongtespements Boc présents sur les amines
primaires du composg Pour ce faire, le composg est d’abord traité par de l'acide
trifluoroacétique en exces. Puis la tritylation desines primaires est effectuée a l'aide de
chlorure de 4-monométhoxytrityle en présence dargd exces de triéthylamine pour donner
la spermine tétraprotégée avec un rendement de 79% (Figure 48). Cet exces de
triethylamine est utilisé pour neutraliser l'acigi@uoroacétique résiduel, pour déprotoner les

amines primaires et pour capter I'acide chlorhyakigénéré par la réaction de tritylation.

Npeoc
]

Npeoc 1) TFA en exceés 4 H o
! —_—
N N—~Boc TN N NN P
BOC'N/\/\'TI/\/\/ ~ TN MMT —HN '\‘l
H Npeoc 2) MMT-CI, EtgN, 0°C Npeoc
6
5 DCM

Figure 48 : Introduction du groupement protecteur MMT dosable en visible

La mono-détritylation est ensuite effectuée en gmés de TFA pour donner le produait
(Figure 49). Le composé bi-trityle n’ayant pas réagi lors de I'étape de mono-dé#iiyh

peut étre récupéré par colonne chromatographiquecgtlé aisément en le soumettant a un
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nouveau cycle de déprotection. Au bout de troidesycle synthese, on obtient alors un

rendement de 62%.

Npeoc

Npeoc H TFA '
A S SN N MMT MMT_N/\/\N/\/\/N\/\/NHZ
MMT —HN N N ‘

Npeoc DCM Npeoc
6

Figure 49 : Obtention du produit mono-détritylé 7

D’un point de vue synthétique, il a paru plus graé¢i de réaliser une bi-tritylation du composé
suivie d'une mono-détritylation, ces deux étapemnttbeaucoup plus faciles a controler
gu'une simple étape de mono-tritylation (par aifeuestée) et donnant de meilleurs

rendements par recyclage du produit

C. Incorporation de la fonction réactive : la thiourée

Pour qu’il y ait réaction de guanidinylation entree amine et une thiourée, il faut que la
thiourée porte un groupement protecteur « activapermettant d’obtenir des rendements
élevés. Dans la littérature, en solution commessiypport solide, les thiourées utilisées sont
souvent soit des carbamoyl-thiourées mono ou hégées 22, 128, 208, 215-2]9%oit des
Pbf-thiourées209-211, 220-223 Cependant, cette derniere protection n’est pespatible
avec la présence d'oligonucléotides, puisqu’eligurert une déprotection en milieu acide
fort, ce qui pourrait engendrer une dépurinatios alegonucléotides. Nous avons donc choisi
d’introduire une thiourée protégée par le groupdmesrbamate Fmoc. En effet, ce
groupement protecteur est labile dans des conditi@siques douces, compatibles avec la
synthese d'oligonucléotides, et a déja été utdesds ce contexte par Bruice et cdl2?, 126,
12§. La formation de la thiouré® est donc effectuée simplement par réaction ineieiet

entre 'amine7 et du Fmoc-isothiocyanate.

Npeoc Fmoc-NCS
N NH
MMT —HN" > N L N Nk
Npeoc DCM Npeoc S
7 8

Figure 50 : Introduction de la fonction thiourée
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D. Schéma récapitulatif de synthése du synthon spermine 8

. H TFA,O, DMAP F|i2
AN N N N

” NH R17HN\/\/N\/\/\N/\/\N_R3
Spermine 1 ‘ H

RZ

1:R"=R3=R?=TFA
a. Boc,0O, DMAP; b. MeOH; Rg> = 84%

2: R'=R3 =Boc, RZ = TFA
NaOH, MeOH/H,0; 94%
3:R'"=R3®=Boc, RZ=H
4, DMAP, 97%
5:R' = R® = Boc, R? = Npeoc
a. TFA; b. MMT-CI, Et;N; 79%
6: R' = R® = MMT, R? = Npeoc
TFA, 62%

PN

7: R' = MMT, R? = Npeoc, R® =H

Fmoc-NCS, 80% /

H Npeoc S
|
MMT_N\/\/N\/\/\N/\/\NJJ\ . Fmoc
H

Iz

Figure 51 : Schéma de synthése de la thiourée 8

Le rendement global de cette synthése est de 22% (1ol de synthoB).

E. Validité du synthon 8 : tests en solution

Plusieurs tests en solution ont été réalisés denfageliminaire afin de déterminer la facilité

de déprotection des différents groupements praiesteans des conditions compatibles avec
la synthese d’oligonucléotides.

1. Test de déprotection des groupements Npeoc en solution

Afin de s’assurer que les groupements Npeoc deergynthon se déprotegent facilement,
nous avons effectué un suivi de leur déprotectioprésence d’une solution de DBU 1 M, en
dosant en UV a 303 nm les groupements nitrostyriémé@®s (Figure 45). Pour que le dosage
ne soit pas perturbé par le clivage concomitant glesipements Fmoc présents sur le
synthon8, la molécule modéle utilisée pour cette expérieask la diamin®&. Pour des

raisons pratiques de visualisation en UV a 303 lantoncentration de la solution mere en

Confidentiel 67



Chapitre 2 : Synthése d’oligonucléotides conjuguées guanidinospermines

diamine 6 a été fixée a 10 mM, celle en DBU est de 1 M daegtonitrile. A intervalles de
temps réguliers, 5AL de solution sont préleves et dilués pour suiviJdh D’aprés ce suivi
(Figure 52), la déprotection des groupements Ngeosolution est totale au bout de 2 h. Ce
résultat est cohérent avec le temps de déprotegté@monisé par Eritja et colR24].

—

0.8
—DBU
0.8
~—Diamine 6, DBU, t+0
0.7 ~—Diamine &, DBU, t+10 min

—Diamine &, DEU, 1+20 min
—Diamine 6, DBU, 1440 min
~Diamine 6, DBU, 1+1h20
— Diamine 6, DBU, t+2h40

2
]

Absorbance UV
o
(4]

o
=

0,2

0,1

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Longueur d'onde {nm)

0,25 1

2 3

0,2 1

0,15 1

0,1 1

Absorbance a 303 nm

0,05 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Temps (minutes)

Figure 52 : Déprotection des groupements Npeoc pane solution de DBU 1 M
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2. Test de déprotection des groupements Fmoc en solution

Lorsque le groupement Fmoc est déprotégé par uliocsode DBU 3% (Figure 53), il
génere paf3-élimination du méthylénefluorene, dosable en UM présente des maxima

d’absorption aux longueurs d’onde 294 nm et 304 225|.

DBU . .o
Méthylénefluoréne
Dosable en UV a 294 nm et 304 nm

Figure 53 : Déprotection du groupement Fmoc et libétion de méthylenefluoréne

De la méme fagon que précédemment, une moléculeelmabt utilisée pour mimer la
déprotection des oligonucléotides conjugués : lgrmn8 dont la concentration est fixée a
10 mM est déprotégé par une solution de DBU 3% ¢aoétonitrile. Un suivi UV aux deux
longueurs d’ondes caractéristiques du meéthylenefhe® montre que la déprotection des
groupements Fmoc est quasi instantanée et comgiel® min (Figure 54). La déprotection
par une solution de DBU plus concentrée (1 M) eapée pour le traitement des

oligonucléotides conjugués devrait a fortiori dépger tous les groupements Fmaoc.
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70

Temps (min)

Figure 54 : Déprotection des groupements Fmoc pame solution de DBU 3%
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[Il.  COUPLAGE DE SPERMINES EN 5’

Le couplage de guanidinospermines est réalisé, glamsemier temps, a I'extrémité 5’ d’'un
décamére ADN. Les oligonucléotides guanidinospeemirtorrespondants seront notés
GS|[N]1o (pour 5-(GuanidinoSpermings)Nucléotides]o-3’). llIs sont obtenus en trois
étapes : 1) synthése de l'oligonucléotide, 2) mhiiion d’'une fonction amine en 5’, 3)

couplage du synthon spermirde

A. Synthese d’oligonucléotides décameres

La séquence ADN utilisée pour la synthése des déema coupler avec les spermines est la
suivante : 5-CGCATGCCAC-3'. Elle correspond a usiguence du géne de la protéine
fluorescente verte, comporte les 4 bases A, C, G et représente environ un pas d’hélice
ADN. Cette séquence a déja été employée au seinotte laboratoire pour évaluer la
premiere génération d'oligonucléotides conjugués das spermines évoquée au
chapitre 1 (p.51)426, 227. Les décameéres ont été réalisées de facon ausd@matur un
synthétiseur d'oligonucléotides a partir d'une cole dC-CPG d'lumol, a l'aide de
phosphoramidites ADN standards, en effectuant deslifroations mineures au cycle
classique de synthése d’oligonucléotides ADN. Cdecglassique de synthése s’effectue de
la facon suivante (Figure 56) : dans un premierpgente nucléotide porté par un support
solide (CPG) est détritylé par passage d’'une swoiutie TCA 3% dans du DCM. Le cation
DMT™ généré par cette étape de déprotection (FigureabSprbe & 503 nm et permet

I’évaluation du rendement de couplage des nucléstid

DMT = O
o} ®
o~

o0

Cation dosable en UV-visible a 503 nm

Figure 55 : Groupement DMT
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La deuxieme étape consiste en [lactivation d’'un léntcde présentant une fonction
phosphoramidite par un activateur tétrazole. Cesphoramidite est alors couplé a la fonction
alcool du nucléotide porté par le support. Le ldmosphite ainsi formé est ensuite oxydé en
groupement phosphate a I'aide d’'une solution deddiidans de I'eau. Enfin, les sites actifs
n‘ayant pas réagi sont bloqués par une solutiomhydride acétique en présence de
N-méthylimidazole. Ceci permet d’éviter I'obtentiole séquences tronquées ou présentant
des délétions. Pour une simplification du discouedte étape sera appelée étape de cap ou
capping tout au long de ce mémoire et désignemalesuprocessus d’inactivation de fonctions
réactives restées intactes lors d’'un couplage ycke @st ensuite répété pour l'introduction du

nombre souhaité de nucléosides.

Bn

DMT-0— o

o
E

Etape n°5 : Capping

Etape n°1 : Détritylation
gn+1 TCA 3% dans du DCM
Ac,0O/n-Melm
DMT—O—| o BN
i K J
O—Fl’IO B" o
— Bn+1
=C © 0 §
- DMT—-0O o O
(0]
: Io/H,0
O Bn+1
_/ DMT— O
©
Etape n°4 : Oxydation N

NTD

\

O F’\® N—N
HN

NEC

Etape n°3 : Couplage Etape n°2 : Activation

Figure 56 : Cycle de couplage d'un nucléotide

L’évaluation du rendement de couplage est donneéepatio des absorbances a 503 nm des
solutions de DMT des nucléotides n+1 et n. Pour une synthése glassie dernier
groupement DMT n’est généralement pas déprotégperetet la purification ultérieure de
I'oligonucléotide sur une cartouche PolyPak. Damgas précis cependant, I'oligonucléotide

est détritylé pour permettre le couplage d’'un 5ira¥modifier-C6.
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B. Introduction d’'une amine en %’

La fonction amine, nécessaire au couplage de Oaoligléotide avec la thiourde est
introduite par le biais d’'un 5-amino-modifier-C&slen research, Figure 57), noté plus

simplement amino-modifier par la suite.

Figure 57 : 5'-Amino-modifier-C6
Il s’agit d’'un phosphoramidite séparée d’'une famttamine protégée par une chaine de 6
carbones. Elle est insérée a I'extrémité 5’ desuwhéres de facon automatisée, en adaptant le
cycle de couplage classique des nucléotides. Adinddifier le bon déroulement du couplage,
un décamere témoin est décroché du support et t@gpréout en conservant sa protection
MMT finale. La présence de ce groupement trityleImligonucléotide a pour conséquence
de retarder le temps de rétention du composé erCHPL

25 -

Conditi HPLC: : e
OT,]\A'&?_EEH +10% ACN constant Décamere aminomodifie avec MMT final
Gradient : 30% a 100% de [NaCl] = 1 Men

5‘- 20 20min

<

£

el

£

o 154

o

N

R

@

2 10

m - 2 .

o Décamere non couplé, sans DMT

o

3

< 5

0 I —— L T e S — e T 1
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Figure 58 : Spectre HPLC brut du couplage de I'amin-modifier
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L’analyse du spectre HPLC brut (Figure 58) confinadoon couplage de I'amino-modifier,
en affichant un temps de rétention de 16,2 min fjoligonucléotide amino-modifié portant
un groupement MMT final par rapport a un temps @ention de 12,3 min pour I'impureté
oligonucléotide non modifie, sans protection tetylnale. Apres purification, le temps de
rétention du décamere amino-modifié détritylé estid,1 min. Le groupement MMT permet
également de déterminer les rendements de couglad@amino-modifier. Avant couplage
avec la sperming, il est déprotégé par une solution de TCA 3%, rselo protocole modifié
par rapport a la déprotection du groupement DMT.caion MMT" résultant présente un
maximum d’absorption a 478 nm et est dosé en @sibbnnaissant I'absorbance du dernier
DMT présent sur I'oligonucléotide, il devient pdssi d’estimer le rendement de couplage

selon la formule suivante :

As7e X Corr.UvV

Aso3

ou Ay7g est 'absorbance du MMT, 56 est I'absorbance du dernier DMT et Corr. UV est un
facteur de correction entre I'absorbance du MMT 78 dm et I'absorbance du DMT a
503 nm, a concentrations équivalentes. Ce factewodrection est de 1,36. Les rendements
de couplage de I'amino-modifier obtenus dans ceslitions sont compris entre 82,3% et
99,9%.

C. Couplage de la spermine 8 sur un décamere aminomodifié

Afin de coupler la spermin@aux décameres aminomodifiés (Figure 59), il aifditerminer

les conditions optimales de réaction. Tout d’abaifth d’assurer une réactivité suffisante du
synthon8 sur support solide, nous avons envisagé de caecead maximum les réactifs de
couplage. Sachant que I'on travaille a une échitlleumol, le volume intérieur de la colonne
contenant l'oligonucléotide a été évalué a IBOPour éviter des bulles d’air qui pourraient
étre préjudiciables a la réaction, le volume minigh@ solution de réactifs a passer sur la
colonne a été fixé a 330, pour un nombre d’équivalents en syntt®opar rapport a
I'oligonucléotide aminomodifié de 30 éq. A part de postulat, plusieurs paramétres ont été

testés : le solvant, I'activateur, la base, eefags de réaction.
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Figure 59 : Couplage de spermine sur décamére amisrnodifié

1. Choix du solvant

Initialement, le syntho® a été congu pour étre éventuellement couplé suhétjseur. Dans
cette optique, les trois solvants connus pour étmapatibles avec l'appareillage utilisé :
'acétonitrile, le DCM et le THF ont été testés. DBF a également été expérimenté, ayant
été décrit pour la réaction de guanidinylatiadd. Afin de déterminer le solvant optimal, de
simples essais de solubilité et/ou d’évaluationretedement de couplage ont été effectués
(Tableau 2). Lors des tests de solubilité, les ettlhans ont été homogénéisés pour assurer

une bonne dissolution des composés.

[Synthon 8]max Solvant Solubilité Rrax obtenu
1M DCM Soluble 84%
0,03 M Acétonitrile Soluble en insistant Non testé
1M DMF Soluble 54%
0,1M Acétonitrile : DMF 90 : 1( Soluble Non testé
0,1M Acétonitrile : DMF 95 : 5 Soluble eninsistan|  Non évalué
0,1M Acétonitrile : DCM 90 : 1( Soluble Non testé
0,1M Acétonitrile : DCM 95 : 5 Soluble en insistan Non testé
0,1M THF Non soluble Non testé

Tableau 2 : Test de solvants pour la réaction de gmidinylation
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Ces résultats montrent que le syntBoest peu soluble dans l'acétonitrile, principalvaeolt
utilisé sur synthétiseur. Pour résoudre ce problédes mélanges acétonitrile : DMF ou
acétonitrile : DCM peuvent étre envisagés. Tousefolest le dichlorométhane qui semble le
plus indiqué pour la réaction de couplage et gaiéaconservé pour la suite des réactions.
L'utilisation du DMF comme solvant de réaction auéggalement pu étre plus longuement
étudiée, cependant, le DMF a une viscosité bies phportante que le DCM et n’était pas

conforme a I'idée initiale d’effectuer le couplagg le synthétiseur.

2. Choix de 'activateur

L'un des activateurs les plus connus pour la réactle guanidinylation a partir d'une
thiourée est le chlorure de mercure (ll) : Hg@e composé est néanmoins tres toxique et
néfaste pour I'environnemen2Z3. C’est pourquoi de nouveaux agents d’activatiox a
performances comparables, voire améliorées, tad'§DCI ou le réactif de Mukaiyama, ont
été employés comme solutions alternatives. Pauraisons, et bien que Hg€bit toujours
utilisé par Bruice et coll. dans un contexte trigsilaire au nétre212, nous avons préféré
eviter l'utilisation de ce réactif. Plusieurs aetigurs ont été testés pour la réaction de
guanidinylation : le DCC, le réactif de Mukaiyantd’EDCI (Figure 60).

\
OO e @
| HCl N Cl
N=C=N

DCC EDCI Réactif de Mukayiama

Figure 60 : Activateurs testés pour la réaction dguanidinylation

Ces activateurs permettent d’obtenir une fonctioanidine par 1) attaque nucléophile de la
fonction thiourée sur I'activateur puis 2) passpgeun carbodiimide intermédiaire, suivi par
3) une attaque nucléophile d’'une fonction amine lgurcarbodiimide. Pour le cas de

I'activation par EDCI, ce mécanisme est peut-&uaiit a une attaque nucléophile de I'amine
directement sur I'intermédiaire thiourée-EDCI (Fig®1) R06, 218, 22B
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H H X Base | oS _R!
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Figure 61 : Mécanismes de formation de la fonctioguanidine

A. Mécanisme de couplage via le réactif de Mukaiyam B. Mécanisme de couplage via EDCI

La quantité d’activateur par rapport a la thiouBée été fixée a 2,2 €q., en se basant sur les
protocoles de la littérature pour des couplagesodution ou sur support solide (entre 1 et 2,5
€g. par rapport a la thiourée@0B, 215-220, 223, 228, ZR9 e réactif de Mukaiyama est
décrit comme un activateur trés efficace pour lamfgion de guanidines a partir de
carbamoyl-thiourées bi-protégé@4§. Bien que notre thiouré® ne comporte qu’un seul
groupement carbamate, nous avons tout de mémelésstEapacités de cet activateur, en
utilisant le DMF comme solvant. Or, en suivant tetpcole standard de couplage, le produit
majoritaire formé, caractérisé par spectrométrientesse, ne correspond pas au produit
attendu, mais au produit de substitution nucléeptié I'amine du décamere aminomodifié

sur le réactif de Mukaiyama (Figure 62).
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M attendue (g-morl) M produit secondaire (g-morl) M obtenue (MALDI-TOF)
3420 3285 3283
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J\rlv \

NH, ¢! o NH
|
OH 4/—/—/7 ?H //—/_/7
3'-CACCGTAGCG-5'—|"-|;— o) 3'-CACCGTAGCG-5— l‘:; —0
0

o}

Masse molaire = 3285,19 g.mol™"

Figure 62 : Substitution nucléophile

En mettant le réactif de Mukaiyama en défaut €@ 515umol) par rapport a la thiouré et

en « préactivant » la thiour8ependant 30 min en présence de DIPEA avant le gassa
cette solution sur le décameére aminomodifié, lamftion de ce produit secondaire est limitée
mais persistante. L'ensemble des résultats obfeowisle test de couplage avec les différents
activateurs est rapporté dans le Tableau 3. Caliatssmontrent clairement que I'EDCI est le
meilleur activateur pour la réaction de guaniditigla sur support solide. Cette conclusion est
cohérente avec ce qui a déja été observé par Arslgall. R0g. Le DCC ne permet pas un

couplage efficace, méme pour 24 h de réaction.

Activateur Rendement maximal obtenu
EDCI 84%
DCC 15%
Réactif de Mukaiyama (protocole standard) Obtenti@joritaire d’un produit
secondaire
Réactif de Mukaiyama (1smol, 0,5 eq.) 48% (23% produit secondaire)

Tableau 3 : Test d'activateurs pour la réaction dgguanidinylation

3. Choix de la base

Le synthorB portant un groupement Fmoc relativement labilegdeplage doit étre effectué
en conditions basiques « douces » afin d’éviter déygrotection prématurée de la thiourée
avant réaction. Pour cela, trois bases ont étédsstla DIPEA (base de Hulnig, pKa = 10,5),

la pyridine (pKa =5,2) et |&-méthylimidazole (pKa =7,4). La DIPEA présente pika
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proche de la triethylamine (10,7) mais est beaucplys encombrée, et donc moins
susceptible de déprotéger le groupement Fmoc. éssltats obtenus pour les trois bases
testées sont donnés dans le Tableau 4. Au vu gekats, c’est la DIPEA qui a été conservée

pour la suite des réactions.

Bases testées Rendement maximal obtenu
DIPEA 84%
Pyridine 21%
1-méthylimidazole 25%

Tableau 4 : Test de différentes bases pour la réach de guanidinylation

4. Choix du temps de réaction

Initialement, le temps de couplage testé était 4@, 2afin de s’assurer que la réaction soit
compléte. Plusieurs essais ont par la suite maqteécette durée pouvait étre abaissée a 4 h
sans affecter le rendement de couplage. C’est doacdurée de 4 h qui est retenue pour la

suite des expériences.

D. Déprotection et purification des oligonucléotides

1. Déprotection des groupements Npeoc et Fmoc

Apres couplage d’une ou plusieurs spermines sdédamere aminomodifié, les groupements
Npeoc portés par les spermines sont déprotégéfa stolonne a l'aide d’'une solution de

DBU 1 M dans l'acétonitrile pendant 3 h. Par rap@oice qui a été observé en solution, la
durée de déprotection a été augmentée afin deuggasgue tous les groupements Npeoc ont

été enlevés de I'oligonucléotide.
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2. Clivage de I'oligonucléotide du support et déprotection des bases

Aprés déprotection des Npeoc, l'oligonucléotide jagné est décroché du support et

déprotégé une nuit dans de 'ammoniac aqueux 28¥mperature ambiante.

3. Purification des oligonucléotides 5’-guanidinospermines

Les oligonucléotides ont été purifiés sur cartou@ayPak II. Il s’agit d’'une colonne
contenant une résine polymérique sur lequel letegtions trityles terminales sont retenues.
Les séquences tronquées étant détritylées au desrsycles de synthése, seul le bon produit
posséde une protection trityle finale. Dans le @ashotre oligonucléotide conjugué en 5’ a
des guanidinospermines, il s’agit du groupement MMVa alors étre possible de faire éluer
en premier lieu les séquences tronquées, puis oercle groupement MMT de
I'olignucléotide souhaité, avant de faire €luetijonucléotide purifié. Le groupement MMT
ne se déprotégeant pas aussi facilement que Ipgrant classique DMT, le protocole de
purification a été modifié au niveau de I'étapedidprotection : les volumes de solution de
détritylation (TFA 2%) et les temps de déprotectgont augmentés. Lorsque nécessaire,
certains oligonucléotides ont subi une purificateupplémentaire par HPLC, puis ont été

dessalés a l'aide de cartouche NAP-25.

E. Reésultats obtenus et limitations

Les expériences de mise au point du couplage depkErmine8 sur un décamére
aminomodifié ont permis d'établir les conditionstiomles de réaction (solvant: DCM,
activateur : EDCI, base : DIPEA) et de démontrez tpuréactif de Mukaiyama est inadapté
pour l'activation du couplage. Le couplage de speesien 5 a abouti sur I'obtention d’'un
produit G[N] 1o purifié et caractérisé par HPLC et par spectroenéle masse (Figure 63).
La caractérisation des oligonucléotides par spegitoe de masse est plus amplement décrite
plus loin (p.100).
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Figure 63 : Décamére conjugué en 5' a une spermine

Un deuxieme composeé synthétisé : I'oligonucléot@®[N] 1o purifieé une premiére fois en
HPLC puis dessalé montre deux pics majoritairebliehC. Le spectre de masse indigue que
'un des pics correspond au décamére aminomodifi§! = 3192,14 g.mof,
Myowee= 3214,52 g.mot  [M+Na]), lautre correspond au produit attendu
(M = 3648,85 g.mof, Myouee= 3668,85 g.mol [M+Na]). La faible quantité
d’oligonucléotide GgN]1o résiduelle (15 nmol) n’autorise pas un nouveaulecyde
purification par HPLC/dessalage pour obtenir ledpib pur. Des essais de couplages
supplémentaires n'ont pas permis d’obtenir d'oligdaotides portant davantage de
spermines.

Plusieurs parameétres peuvent expliquer les liroibatia ces résultats. En premier lieu le
rendement de couplage des spermines en 5’ esfigagf: il plafonne a 84%, et atteint en
moyenne 58%, malgré un exces de 30 éq. en thid@@&eéq. en activateur et base par rapport
aux fonctions amines des décameres. D’autre plarsti probable que les protections
cyanoéthyles des phosphates soient peu stablesamahtions du couplage. Capaldi et al.
rapportent en effet une méthode de déprotectiorgrdepements cyanoéthyles a Il'aide
d’amines tertiaires, dont la DIPER3(. Bien que la concentration utilisée pour nos
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expériences (0,2 M) soit 35 fois moindre que lacemtration en base évoquée dans ces
travaux, il n'en demeure pas moins qu’un couplageete de spermines puisse aboutir a une
déprotection partielle des groupements cyanoéthgkssurbant ainsi la réaction de couplage.
Pour ces raisons, il a été decidé d’'effectuer igplame de spermines non plus a I'extrémité 5’
d’'un oligonucléotide, mais a son extremité 3'. @ulke fait que I'on s’affranchit ainsi du
probleme de la protection cyanoéthyle des phosphdi choix de la séquence de
I'oligonucléotide & coupler sur les spermines detviore. Etant donnés les temps de réaction
et les rendements obtenus, I'exécution des coupldge guanidinospermines sur synthétiseur
n’'est plus envisageable. En revanche, il deviet@r@ssant de réaliser un support conjugué
manuellement a des spermines a grosse échelle, ququplage ultérieur de séquences
d'oligonucléotides a fagon.

V. COUPLAGE DE SPERMINES EN 3’

A. Couplage de spermines sur support dT-CPG

1. Choix du support

Plusieurs supports ont été testés pour le coumlaggynthorB. Des essais préliminaires sur
une résine Gly-Merrifield (Novabiochem, 2ffhol.g™") présentant une fonction amine
terminale montrent de trés bons rendements de agephoyen (83%), dans les conditions
opératoires optimisées précédemment (cf. p.74)effat, ce support a pour propriété de
« gonfler » dans le dichlorométhane, rendant aiesi sites réactifs plus accessibles. En
revanche, il est inadapté a la synthése d'oligaraies 231], sans doute parce que la résine
a tendance a se «rétracter » en présence d'aréeorempéchant une bonne réaction des
phosphoramidites avec le support.

La dT-CPG est une résine classique tres utilisée laosynthese d’oligonucléotides et parait
donc plus appropriée pour notre synthese. Habgtonelht, ce support a une charge comprise
entre 35 pmol.g et 50 pmol.g* et posséde une fonction alcool terminale protéagreun
groupement DMT. Il va donc falloir modifier cettésine de fagcon a introduire une fonction

amine.
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2. Introduction de la fonction amine

a. Support dT-CPG a I'échelle d'1 pumol

Les essais préliminaires d’introduction d’'une fametamine sur support dT-CPG ont été
effectués a I'aide d’une colonne d’1 umol (1 é4pres détritylation et activation a 'aide de

CDI (200 éq.) en milieu anhydre, une diamine (180 ést couplée au support (Figure 64) en

présence de triethylamine (120 éq.).

o} o

\fk NH | NH

A N A

DMT-0 N (0] N (6] N (¢]
(0] T (0]
(0]
1) Détritylation
Om Succinyl—O Om Succinyl—O

2) Activation au CDI
dT-CPG CDI : carbonyldiimidazole

1) HZNX\?]\NH—MMT, Et;N

O
n=3,8
e Succinyl— O

2) Ac,0, N-Melm

N-Melm : N-méthylimidazole

Figure 64 : Introduction d'une fonction amine sur ke support dT-CPG

La premiere diamine testée était le 1,3-diaminopnep mais dans le souci d’augmenter la
disponibilité des sites réactifs, ce lien a rapidatmété remplacé par le 1,8-diaminooctane.
Toutefois, il 'y a pas eu d’amélioration sensithlerendement par cet échange. Par la suite, il
a semblé préférable de protéger une des aminestensolécule par un groupement MMT,

ce qui a abouti a la synthése de I'anmn&igure 65).

MMT-CI, EtN
NN TN T NH, P P NH—MMT
HoN HoN

9

Figure 65 : Synthése de la diamine mono-protégée 9
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Ce groupement MMT permet d’'une part de protégeraleges lors de I'étape de cap des
fonctions alcools par de l'anhydride acétique (Fég®4), et d’autre part, d’évaluer le
rendement de couplage pour cette étape de la smtBé&en que d’autres réactifs de cap aient
ete testés, il parait évident que I'anhydride gc&tien présence démeéthylimidazole (cap
Mix A et cap Mix B) est parfaitement indiqué dans cas, puisqu’il s’agit de réactifs
traditionnellement utilisés en synthése d’oligoéatides, en présence de ce type de support.
Apres capping, la résine est détritylée. Le rendérde I'étape d’incorporation de la fonction
amine, pour cette échelle de réaction, est congmie 75% et 80%. Une autre méthode de
modification du support a été envisagée, mettarje@rune activation des sites alcools de la
résine a l'aide dep-nitrophényl chloroformiate (130 éq.), en présem= pyridine. Le
nitrophénol généré par réaction avec la diamino@@geut également étre dosé et conforter
la mesure du MMT. Toutefois, le rendement de a&iaetion (32%) n’est pas aussi élevé que
par activation au CDI, ce qui est confirmé paitlgrature P37 et justifie I'abandon de cette

démarche.

b. Support dT-CPG a grosse échelle (20 pmol)

Transposer la réaction d’introduction de la fonetéamine sur support dT-CPG d’une échelle
d'l umol a 20 umol nécessite un certain nombre dedifications des protocoles
expérimentaux. Les manipulations ne se font plugeznolant une solution aux travers d’'une
colonne d’oligonucléotide a l'aide de deux serirggumais dans une colonne de 5 mL mise
sur plaque d’agitation. Le volume de réactif n’pkts imposé par le volume interne de la
colonne comme c’est le cas par percolation et deat étre réduit, ainsi que le nombre
d’équivalents nécessaires pour la réaction. Pourdduction de la fonction amine, le nombre
d’équivalents en CDI puis en diamine et triéthylaeniest ainsi divisé environ par 2 par
rapport aux expériences a I'échelle d'1 umol (repement 100 éqg., 65 éq. et 80 éq.). En

allongeant le temps de réaction a 22 h 30, le maedéde couplage s’éleve alors a 97,5%.
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3. Couplage de la spermine 8

H
MMT—NH, | N (o] N (¢}
n

™Y o

Om Succinyl— O n=38

1) Détritylation
2) Synthon, EDCI, DIPEA

H H Npeoc
/NYN\/\/NV\/\N/\/\N—MMT
S Npeoc

3) Ac,0, N-Melm (m=1,2o0u3pour1umol,m=1a 15 pour 20 ymol)
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Figure 66 : Cycle de synthése de guanidinosperminear support dT-CPG aminomodifié

ZT

X=H ou Fmoc

a. Support dT-CPG a I'échelle d'1 pumol

A l'aide des enseignements tirés de I'expérienceatplage de guanidinospermines en 5, les
mémes parametres de réaction ont été retenus;actist le DCM en tant que solvant,
'EDCI en tant qu’activateur et la DIPEA en tantegoase. Toutefois, le volume de solution a
percoler sur la colonne et donc le nombre d’éqgeivial par rapport au support dT-CPG ont pu
étre encore réduits d’un tiers soit un volume d@ |2, pour une consommation en synti8on
de 20 umol. Le nombre d’équivalents en activateurrppport a la thiouréea en revanche
été augmenté (4,4 ég. contre 2,2 éq.) afin d’assum@ meilleure activation de la thiourée. Le
synthon spermin8 est donc couplé au support dT-CPG amino-modifiéddn avec des
rendements de couplage compris entre 70% et 886é6, @v rendement moyen de couplage
de 80%. Ces rendements de couplage montrent une aetelioration par rapport aux
couplages effectués en 5’ (cf p.80).

Aprés couplage, les fonctions amines n’ayant pagiréont bloquées avec un réactif de cap
(Figure 66). Plusieurs essais ont été réalisés ouver le cap adéquat, en employant soit
une solution de chlorure de Fmoc dans du DCM esegmee dédN-méthylimidazole (250 pL,
100 éq. / 200 éq.) percolée pendant 2 h, soit oh#ien de carbonaté (cf. Figure 46) dans
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du DCM, en présence de DMAP (250 pL, 100 éq. /@) pendant 2h, soit un mélange
d’anhydride acétique (cap Mix A) et déméthylimidazole (Cap Mix B) pour des temps
variant entre 3 min et 30 min. Les résultats obdemel permettant pas de conclure clairement
guant a l'efficacité relative de ces différentsatéfia, c’est la derniere méthode de cap qui a
éteé retenue pour la synthese de guanidinosperngned’ a I'échelle de 20 umol. Apres
I'étape de cap, le groupement MMT terminal peut ésnservé pour purification, ou détritylé
(16 min) pour couplage additionnel de sperminegééhelle d’1 pmol, jusqu’a 3 spermines

ont été couplées avec succes au support, selantoeple.

b. Support dT-CPG a grosse échelle (20 umol)

Tout comme pour I'introduction de la fonction amswr le support, le passage d’'une échelle
d'1 umol & I'échelle de 20 pmol en support dT-CR@ |imol.g") permet de réduire I'excés
de réactifs nécessaire au couplage. Ainsi la qiéadé synthon spermir&est réduite a 8 €q.
par rapport a la fonction amine portée par la gsiantre 20 éq. précédemment. L’exces
d’activateur (EDCI) et de base (DIPEA) par rappart’amine portée par le support est
diminué de 50%. Le couplage est effectué dans oeslitions en 24 h et on évalue le
rendement sur quelques milligrammes de résine gamotection du groupement MMT. Si ce
rendement est insuffisant, I'étape de couplageépsitée. Apres réaction, les sites n’ayant pas
réagi sont bloqués a l'aide d’anhydride acétiqueesence dél-méthylimidazole pendant
30 min. Au total, jusqu’a 12 spermines ont été ¢&ep au support, avec des rendements
compris entre 80% et 100% (95% en moyenne) pourchaege finale en résine évaluée a
23,5 pmol.g*.

4. Synthese de l'oligonucléotide

Le décamére ADN de séquence 5-GCGATGCCAC-3’ (alageaphe Ill.A de ce chapitre)
est synthétisé directement sur des supports compreh, 2 ou 3 guanidinospermines
(0,5-1 umol) par un lien phosphoramidate. Cettésdia phosphoramidate, évoquée au
chapitre 1 (p.40) est connue pour étre relativenstable aux base$1( et peut donc
supporter les conditions de déprotection de I'aligtddéotide. Afin d’optimiser le couplage du
premier nucléotide sur la fonction amine, le terdpsréaction est augmenté a 15 min, avec
une double quantité de réactif phosphoramidite nag@port aux conditions courantes de

synthése d’oligonucléotides. Le reste de la séquentsynthétisé selon un cycle classique de
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synthese, en utilisant des phosphoramidites ADMdstals. La synthese est effectuée de

facon a conserver le groupement DMT final.
5. Déprotection et purification de I'oligonucléotide

a. Déprotection de I'oligonucléotide

Deux méthodes ont été utilisées pour déprotégdigdoucléotide. La premiere méthode
(Figure 67, méthode n°1) consiste a déprotégeramipr lieu les groupements Npeoc, Fmoc
et cyanoéthyles par une solution de DBU 1 M daasékonitrile par percolation au travers la
colonne pendant 4 h puis a déprotéger les bascricher I'oligonucléotide du support par
traitement avec une solution d’ammoniac 28% pen#drit a température ambiante. L’'autre
meéthode (Figure 67, méthode n°2) consiste a d’abéodocher I'oligonucléotide du support
et déprotéger les bases a l'aide d’ammoniac coreguendant 24 h, puis a lyophiliser
I'oligonucléotide brut ainsi obtenu et le suspendias une solution de DBU 1M en chauffant

a 55°C pendant une nuit puis en laissant a températbiante pendant 48 h.

Méthode n°1 Méthode n°2
OW Succinyl dT—(Spermine protégée), — Oligonucléotide protégé Om Succinyl dT — (Spermine protégée),— Oligonucléotide protégé

Déprotection des Npeoc sur colonne: Clivage du support et déprotection de I'ON:

DBU1M/ACN,4h NH,OH 28%, 24 h

Om Succinylv dT—(Spermine), - Oligonucléotide protégé dT—(Spermine protégée), — Oligonucléotide
Clivage du support et déprotection de I'ON: Déprotection des Npeoc en suspension:
NH,OH 28%, 24 h DBU 1 M/ACN, 18 h 4 55°C / 48 h 4 20°C

dT—(Spermine),, - Oligonucléotide dT — (Spermine), - Oligonucléotide

Figure 67 : Méthodes de déprotection de I'oligonuébtide-guanidinospermine(s)

Les deux méthodes présentent chacune des avargagiss inconvénients. La premiére
méthode, plus usitée, permet de s’affranchir du EBdu nitrostyréne aprés déprotection par
simples lavages de la colonne. Toutefois, conireérg & ce qui a été observé en solution ou
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la déprotection des Npeoc est effectuée en moin2 ldécf. p.67), un, voire deux résidus
Npeoc (M+194, M+388) sont parfois présents suridmucléotide et observés en
spectrométrie de masse MALDI-TOF méme apres 4 tiégeotection. Sur le méme principe
gu’en solution, un suivi de déprotection des groogets Npeoc sur support solide (10 pmol

environ) a donc été effectué pour évaluer le tendeessaire a la déprotection (Figure 68).
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Figure 68 : Déprotection des groupements Npeoc ssupport solide

Les résultats montrent que la déprotection de@aé quasi-totale a t+4 h. Cependant, en
conjuguant ces résultats a ceux observés par epeiitie de masse, le temps de réaction a
été augmenté a 8 h. D’autre part, nous avons dengtee le traitement par une solution de
DBU 1 M sur colonne aboutissait en 4 h au décroghdignviron un tiers de la quantité
d’oligonucléotide initialement présente, méme enditions anhydres. Ces observations ont
été confortées par des résultats similaires rappatins la littératur@p4, 233, 23} Le
mécanisme de décrochage par cette solution de BBdoané en Figure 69. DBU étant une
base forte non nucléophile, I'azote endu lien succinyl est déprotoné, aboutissant a une

perte substantielle en oligonucléotide par un miéoas de cyclisation a cing atomes.
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Figure 69 : Décrochage de I'oligonucléotide du supmpt par une solution de DBU

Pour cette raison, la deuxieme méthode de dépratedés oligonucléotides conjugués a des
guanidinospermines a été développée et a permietio des oligonucléotides [NIGS,
[N]10GS: et [N10GSs. Toutefois la déprotection des Npeoc se fait easphhétérogéne
puisque l'oligonucléotide n'est pas soluble darecétonitrile. Il n’est alors plus possible
d’effectuer un dosage du nitrostyréne résultantr pdéterminer le temps nécessaire a
'achévement de la réaction. L’élimination des grements Npeoc en phase hétérogene étant
supposee plus difficile qu’en solution, les tempgdéprotection sont augmentés. D’autre part,
la purification ultérieure des oligonucléotides startouche Polypak Il ne permet pas
d’éliminer complétement le DBU et autres impuretds. voire plusieurs dessalage(s) sont
alors nécessaires pour s’affranchir de ce probleme.

b. Purification des oligonucléotides conjugués a designidinospermines

La purification des oligonucléotides a été effeetpéar cartouche Polypak Il et/ou par HPLC.

6. Résultats obtenus et améliorations potentielles
Le couplage de spermines en 3" a permis d’obtehisigurs oligonucléotides conjugués

[N]10GS1, [N]16GS et [NL1oGSs, caractérisés par spectrométrie de masse (TaBlgales

propriétés de ces conjugués ont pu étre étudiesg @it décrites plus loin (cf. p.103).
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N

H
5-GCGATGCCAC-3* HN\/\/N\/\/\N/\/\NJ\N(/\)\NJ\O_
H H H ™H

dT

n

Oligonucléotide| Nombre de | Longueurdela| M (g.mol™) | Mopservée
spermines chaine
(n) carbonée (m)

[N] 16GS, 1 3 3644,6 364468
[IN]10GSs 3 3 4099,3 40983
[N]10GS, 1 8 3714,8 3715%1
[N] 16GS 2 8 3942,1 3941%
[N]10GS 3 8 4169,5 4168°8

Tableau 5 : Caractérisation des composés G8l] 10 (n =1, 2 ou 3).

a: MALDI-TOF, b : ESI

Cependant, le support dT-CPG utilisé pour la syw#h&omporte un lien succinyl
partiellement clivable lors du traitement par DBitedtement sur colonne, ce qui entraine un
décrochage prématuré de I'oligonucléotide du suppeen qu’il soit possible de contrecarrer
ce probleme en modifiant le protocole de déprataecgar DBU, cette nouvelle méthode ne
permet pas d'évaluer le temps nécessaire a I'achéviede la réaction, et surtout nécessite un
dessalage supplémentaire pour éliminer le DBU &eaumpuretés résiduelles. Un moyen
simple d’éviter ce probleme consiste a modifiersupport de fagcon a avoir un lien clivable
sarcosyl-succinyl résistant aux conditions de dé&gtmn par DBU (Figure 70pp4, 233.

C’est ce nouveau type de support qui est déveldppé le paragraphe suivant (cf.p.93).

(0] (0] | (0]
O )J\/\H/O\ OWN JK/NN _R
e N R N (0]
H H
O o
N J

%(—/ ~
Succinyl Sarcosyl succinyl

Figure 70 : Support sarcosyl-succinyl

D’autre part, le lien phosphoramidate utilisé juagqorésent comme lien entre les spermines
et I'oligonucléotide est bien résistant aux comais basiques, néanmoins sa faible stabilité

aux conditions acided.1( peut s’avérer problématique. De fagon récurremepbserve sur
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les spectres de masses la présence d’un pic condept a I'oligonucléotide seul, qui n’est
lié ni aux spermines, ni a la base dT du suppdiséut Il résulte donc bien d’un clivage du
lien phosphoramidate. Ce clivage partiel peut éel@ment se produire lors de I'étape de
détritylation lors de la purification. Cependararialyse des spectres HPLC ne montre pas de
pic correspondant a I'oligonucléotide seul. Cetipasation des spermines du décamere peut
aussi survenir tout simplement lors de la prépamaties échantillons pour la spectrométrie de
masse MALDI, puisque I'analyse se fait en présafiaeide 3-hydroxypicolinique ou lors de
l'ionisation. Pour ces raisons, une nouvelle mdédle liaison a été développée (cf. p.95) :
lalcool protégél2, pour incorporer une fonction hydroxyle a [I'exti&én 5 des
guanidino-spermines. Le lien entre les sperminesl’aigonucléotide sera alors un

groupement phosphate classique.
B. Couplage de spermines sur support sarcosyl-succinyl-CPG

1. Synthése du support sarcosyl-succinyl-CPG

a. Couplage de la sarcosine sur Icaa-CPG

Afin d’introduire un lien succinyl-sarcosyl, un upt Icaa-CPG (taille des pores : 500 A,
charge : 130 umol:Q), présentant des fonctions amines terminalesd’asbrd activé 24 h
dans une solution de TCA a 5% dans du D@BH. La résine est ensuite modifiee par
couplage d'un petit acide aminé modifié de la gigcila sarcosine, protégée par un
groupement Fmoc, en présence d’'un activateur, &ddld’une base, la pyridine (Figure 71).

Sarcosine,
DIC,

(0]
Pyridine |
N
OW NHe @H )k/ ~Fmoc

DMF

Icaa CPG

Fmoc OH o
Sarcosine : °N DIC : >*N—C—N~<
T

Figure 71 : Couplage de la sarcosine sur Icaa-CPG
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Le DIC est un activateur tres utilisé pour le cagel peptidique. Il présente I'avantage,
contrairement a son homologue DCC, de générer copmnothiit secondaire une urée soluble
dans les solvants organiques, et donc facile areépa support solide apres réaction. Le
rendement de la réaction, aprés double couplageeddurée de 40 h, est de 97,5%
(127 pmol.gY. Lestimation du rendement s'effectue sur quetgumilligrammes, par
déprotection des groupements Fmoc présents starlesons amines de la sarcosine par de la
pipéridine 20% dans du DMF et dosage du méthylaosfhe résultant & 300 nm
(€300 = 7800 mot*.L.cmi’?) [236. Lorsque le rendement parait satisfaisant, lmeésest alors

déprotégeée 45 min par une solution de pipéridirté dians la pyridine.

b. Couplage du lien succinyl sur sarcosyl-lcaa-CPG
Afin d’insérer un lien succinyl sur la sarcosyl4e@PG, le succinatE0 est synthétisé a partir

de Fmoc-aminohexanol et d’anhydride succiniquerésemce de pyridine (Figure 72).

0o

=T 9
OH
Fmoc—NHHgOH Fmoc—NHHgOM(

Pyridine 0
10

Figure 72 : Synthése du succinate 10

Ce succinat@0 permet incorporer directement une fonction amioarpcouplage avec le

synthon spermin8. Comme pour le couplage de la sarcosine, I'évimnatu rendement est

une nouvelle fois possible grace au groupementeptetir Fmoc porté par cette fonction
amine. Le couplage du succind@sur la sarcosyl-lcaa-CPG s’effectue de la mémenfagie

pour le couplage de la sarcosine, en présence@etie pyridine pendant 40 h.

0 O (0]
| 1) Pipéridine 10% |
N
O"""‘N)I\/N\Fmoc Ow”)l\/ NO%NH—Fmoc
H
(0]

2) Succinate 10, DIC,Pyridine

DMF

Figure 73 : Couplage du succinate 10 sur support szosyl

Le rendement de couplage est alors de 95% (120.giMoAprés réaction, le groupement

Fmoc est déprotégé en 45 min par une solutionmirigine 10% dans la pyridine.
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2. Couplage de la spermine8 sur aminohexyl-succinyl-sarcosyl-
Icaa-CPG
a. Validation du support par couplage d’une thiourée nodele 12

Le support sarcosyl-succinyl-CPG (120 pmd).grésente une charge initiale en fonctions
amines environ trois a quatre fois plus élevée lgaesupports précédemment décrits. Afin
d’évaluer si le couplage d’une fonction thiourée s support présentant une telle densité de
sites réactifs est toujours réalisable, la thioZ&-igure 74) est utilisée comme modéle pour
la réaction. Initialement, cette molécule a étéetliypée pour introduire une fonction alcool
apres couplage des spermines, de maniere a évitermhation d’un lien phosphoramidate et
pouvoir ainsi utiliser des conditions classiques sgathése lors du couplage du premier
nucléotide. La thiouré&2 est obtenue en deux étapes : I'insertion de latiom thiourée a
'aide de Fmoc-isothiocyanate (70%) puis la protectde la fonction alcool a l'aide du
groupement DMT (63%) (Figure 74).

Fmoc-NCS DMT-CI JJ\
HQNHOH Fmoc—N)J\ %OH FmOC_H H%O_DMT
6 H Pyridine
11 12

Figure 74 : Synthése de la molécule de liaison 12

Le couplage de la molécul® avec le support s’effectue dans les mémes conditioe pour
couplage du synthoBy en présence d’EDCI et de DIPEA pendant une Rigiufe 75).

Fmoc

1) Couplage : thiourée 12, EDCI, DIPEA

N
. |
Ow Sarcosyl-succinyl /%% NH, OW Sarcosyl-succinyl %\% N )\ N ﬁoi DMT
H H 6

2) Capping : Ac,O, N-Melm

Figure 75 : Test de couplage de la thiourée 12 slg support sarcosyl-succinyl

Le rendement estimé par déprotection du groupemBHE s'éléve & 93% (111 umorly et

valide l'utilisation de ce support pour le couplalgs spermines.

b. Couplage de la spermine 8 sur support aminohexylsamyl-sarcosyl-CPG
La thiouréeB8 est couplée en 24 h sur la résine aminohexylsylesarcosyl-lcaa-CPG dans

les mémes conditions que pour le support dT-CPG p@&6), en présence d’EDCI et de
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DIPEA (Figure 76). Jusqu’a trois guanidinospermirmgd ainsi été oligomérisées sur ce

nouveau support. Par la suite, ces supports séémmmés GSGS ou GS.

Om Sarcosyl-succinyl /%% NH,

1) Couplage : thiourée 8, EDCI, DIPEA

Cycle de synthese effectué n fois (n =1, 2 ou 3)
2) Capping : Ac,0, N-Melm

3) Détritylation

Fmoc
N Npeoc
| |
OwSarcosyI-succinyl/é\%N N/\/\N/\/\/N\/\/N H
H H |

Npeoc n

Figure 76 : Synthése des supports GSGS, et GS

Le rendement de couplage de la premiére sperniam idsatisfaisant a ce stade (62%), un
double couplage a donc été effectué, mais ne pepagtd’augmenter suffisamment ce
résultat (86 pmold, 72%). Comme précédemment, ce rendement est eséindétritylation

de quelques milligrammes de résine. Aprés réactiétape de cap par de I'anhydride
aceétique en présence teméthylimidazole est augmentée a 2 h contre 30sumsupport
dT-CPG, afin de s’assurer un blocage efficace de kes sites réactifs résiduels. La résine est
ensuite détritylee pour couplage(s) supplémentirée couplage d’'une deuxiéme spermine
est effectué avec un rendement de 78% (67,5 umplaglui d’'une troisiéme spermine avec
un rendement de 81% (55 umot)g en réalisant & chaque fois des doubles couplpges
augmenter le rendement. Ces résultats sont inférieaeux observés pour le simple couplage
de la moléculd.2, alors que la fonction thiourée mise en jeu escment la méme. Ceci
s’explique peut-étre par la présence des groupamgrdtecteurs Npeoc sur le synthon
spermineB qui génére un certain encombrement stérique et flexéilité de la chaine
carbonée réduite par rapport a la thiourBelLa diffusion de la molécul@ et sa réactivité

peuvent ainsi en étre affectées.
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3. Synthese d'oligonucléotides

a. Introduction d’une fonction alcool
Apres couplage de(s) spermine(s), la molécule aeoin 12 (Figure 74) est insérée sur le
support, afin d’avoir une fonction hydroxyle terrai@ nécessaire a la création d’une liaison

phosphate lors du couplage de I'oligonucléotidg\Fe 77).

1) Couplage : thiourée 12, EDCI, DIPEA

2) Capping : Ac,0, n-Melm

Fmoc
Npeoc
|

| H
OM Sarcosyl-succinyl /Q\% NTOSNT "N T NN
H| H \

Npeoc

H
N\/\/\/\
‘ O—DMT

n=1,20u3

Figure 77 : Insertion de la fonction alcool pour caplage de I'oligonucléotide

La réaction de couplage et le capping sont réaéigastement dans les mémes conditions que
pour le couplage des spermines pour des renderastisés a 90% en moyenne par dosage
apres détritylation du DMT.

b. Synthése d’oligonucléotides

Un décamere de séquence 5-GCGATGCCAC-3' déja teest synthétisé dans un premier
temps sur le support « modéle » (111 umal.§igure 75) généré par réaction entre la
aminohexylsuccinyl-sarcosyl-CPG avec la thiout@e Ce décamere sera par la suite noté
[N]10G1 (Figure 78).
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Fmoc\N

|
OW Sarcosyl-succinyl /é\% N )\ N HO* DMT
H H'6

Synthése d'oligonucléotide

Rcoupl. moy. =93%

o]

. ||
O“” Sarcosyl-succinyl %\%H H@O —II3— O—3-CACCGTAGCG-5-DMT

0]

WW
NH N

(o]
5-GCGATGCCAC-3_ o o{/z NJLN (/%OH

| H H

OH

%z

Aprés déprotection et purification:
[N110G4

Figure 78 : Synthése de l'oligonucléotide "modele[N] 1,G,

Cette synthese est effectuée de facon standard, Jppmol de support introduit dans la
colonne, en utilisant des phosphoramidites et ifédaciassiques et en conservant le
groupement DMT final. Les rendements de couplage/emodes nucléotides s’élevent
seulement a 93%, y compris en doublant le tempsédetion ainsi que les quantités de
phosphoramidites et d’activateur. En revanche,gloesla synthése est effectuée sur un
support G$ (76 umol.g* aprés couplage de la moléca Figure 79), le rendement de
couplage moyen est de 97%, cohérent avec ce qubsstvé pour une synthese d’ADN test.
La difféerence entre les rendements de couplage mpget s’expliquer simplement par la
charge initiale du support. Le support « modélganaune charge de 111 pmét.gontre

35 umol.g* & 50 pmol.g* en synthése classique d’ADN, il y a deux & trois plus de sites
réactifs. L’excés en phosphoramidite injecté semeoainsi réduit et la densité des sites
réactifs engendre peut-étre une géne stérique,drapéle bon déroulement de la réaction de
couplage. Le support GY76 pmol.g") présentant seulement 1,5 & 2 fois plus de sites
réactifs, le rendement de couplage moyen restgtatile, quoique dans la fourchette basse

des rendements classiquement observés en syntA&dd.d
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Fmoc
N Npeoc
|

A N NN
@Sarcosyl-succinyl/%N N/\/\N/\/\/ ~TN W \/\/\/\O_DMT
H H

|
Npeoc ~
Fmoc

Synthése d'oligonucléotide

Rt:oupl. moy. = 97%

Fmoc .
N Npeoc
U

M N N N
@Sarcosyl-succinyl/e%” ”/\/\N/\/\/ N Y S~ N N N0 3L CACCGTAGCG-5'

|
Npeoc

\N
Fmoc
Produit attendu apres déprotection et purification :
o] NH
5-GCGATGCCAC-3—o—p-0_ N_ N N P Rt
C|)H \M/G \”/ N W\H/\/\H H 8OH

NH

Figure 79 : Synthése d'oligonucléotide sur suppoiGS;

C. Déprotection des groupements Npeoc, Fmoc et cyanbgles

Afin de s’assurer d’'une déprotection complete desugements Npeoc, les temps de

traitement par une solution anhydre de DBU somings. La déprotection des groupements
Fmoc, Npeoc et cyanoéthyles est effectuée dansitepandant 19 h 30 jusqu’a 4 jours. La

comparaison des spectres bruts t+19 h 30 et t+4 guggere que la déprotection des Npeoc

est compléte pour t+19 h 30.

d. Evaluation du décrochage de I'oligonucléotide du saport par DBU 1 M

Le support a été mis au point afin d’éviter le afje prématuré de I'oligonucléotide lors du
traitement par la solution de DBU 1 M. Pour garagtie ce nouveau support est bien adapté
aux conditions de déprotection des Npeoc, la giéadtbligonucléotide résiduelle dans la
solution de déprotection est vérifiée a t+19 hGékte évaluation, basée sur la détritylation du
groupement DMT montre qu’il n'y a pas de clivage la#igonucléotide du support. Le
support mis au point est donc parfaitement adapt@ @éprotection sur colonne des
groupements Npeoc par une solution anhydre de DBLUd&NS I'acétonitrile
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e. Décrochage de I'oligonucléotide du support et déptection des bases

La déprotection de I'oligonucléotide couplé a upermine [N}¢GS, ou a une guanidine
[N]10G; s’effectue dans de 'ammoniac concentré pendaatnuit a 55°C, contrairement aux
expériences précédentes ou cette déprotectioneftadtuée a température ambiante. Cette
modification du protocole s’explique par le faiteqsur certains spectres de masse se
retrouvait de fagon récurrente une impureté comedant a l'oligonucléotide
guanidinospermine(s) acétylé (M+43). |l est possiljue ce produit corresponde a
'acétylation du (des) groupement(s) guanidinel®rs de la formation de la liaison, il est
probable que les guanidines résultantes ne soikrg protégées par un groupement
Fmoc R19, et soient donc acétylées lors du processus gleLeachangement de protocole se
justifie par le fait que Bruice et coll. rapportente la présence d’'un groupement acétyle sur
le groupement guanidine nécessite un traitemerlbmyé dans I'ammoniac concentré, en
chauffant a 55-60°C1pR3, 237.

f. Résultats obtenus

Le composé [N}G: est purifié sur une colonne Glen-Pak DNA, simda@ux cartouches
PolyPak évoquées précédemment, puis analysé en HRLE@oduit obtenu est pur a plus de
92% (Figure 80), bien que le rendement de couphaggen des nucléotides ait été mauvais

(93%) pour les raisons expliquées p. 96.

45.0
40.0
35.0
30.0
25.0

g 20.0

15.0

10.0 ‘

0.0

-5.0 T T T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0
Minutes

Figure 80 : Spectre HPLC du produit [N];0G;

Ceci suggeére que le support utilisé a été corremeémodifié et que le cap A© utilisé pour
bloquer les amines n’ayant pas réagi est suffisamhefécace.
En revanche, le produit [NJGS, brut montre par analyse HPLC deux pics majoritaitgn

essai de purification par HPLC permet d’'isolerile gyant le temps de rétention le plus court,
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tres large. Apres analyse par spectrométrie de endsesce pic tres large, il ne s’agit
probablement pas du produit attendu, mais plutoprbguit résultant d’'une cyclisation des
groupements guanidines (Produit cyclisé A ou AjuFe 81).

Un autre essai de purification d’'un produit brul§&S, est effectué sur cartouche Glen-Pak
DNA. Le produit [N}LoGS, résultant n'est pas totalement pur, mais le spe&iPLC
correspondant présente un pic majoritaire, équitaleaisemblablement au produit attendu
(M = 3561,7 g.mof, Myouee= 3568,1 g.mat).

I H H H
5-GCGATGCCAC-3'—0—P— N N N
o—F O\(v)/ T ~T V\/\N/\/\NJ\N’M&OH
OH 6 H H H
NH
[N]10GS4
M= 3561,7 g.mol™!

Produit de cyclisation(s)

o} H H H
Produit de cyclisation A 5'-GCGATGCCAC-3'—0—$—OMHYN/\/\/N\/\/NYNMSOH
M = 3546,7 g.mol™! OH 6 Nl\J N
9 H H H
Produit de cyclisation A' 5-GCGATGCCAC-3—0—P-0 N N N
| \ME; \n/ TN \/\/\N
M = 3546,7 g.mol™" o NH
)—HN"TBoH
N
HO
e
HN_ _N
0 @
Il
Produit de cyclisation B 5‘-GCGATGCCAC-3'—0—F"—O\M,H N
M = 3531,7 g.mol™ OH 6 le/
é 1250
(%
1000
750
500 .
%
250 b
g “ﬁ
m (3]
1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Figure 81 : Caractérisation du produit de cyclisaton des guanidinospermines

Confidentiel 99



Chapitre 2 : Synthése d’oligonucléotides conjuguées guanidinospermines

La synthese s’effectuant sur support solide, ildé$itile de déterminer a quelle étape se sont
formés ces produits cyclisés. L'analyse des speaee masse obtenus précédemment ne
montre pas la présence de tels produits, ou aleriagbn extrémement minoritaire. Il est
possible que cette cyclisation ait eu lieu pendintclivage et la déprotection des
oligonucléotides en milieu ammoniaqué. Effectivemaitors que précédemment, cette étape
était réalisée a température ambiante, on a, fm#ei, durci les conditions de déprotection
en chauffant a 55°C. D’autre part, la présence Gsfp du groupement acétyle,
électro-attracteur, sur les groupements guaniduraitaalors pour conséquence de faciliter

cette réaction de cyclisation.

En conclusion, le nouveau support a été validéuparmolécule modelE2, est correctement
cappé, s’avere résistant aux conditions de dégrotegar une solution de DBU. Une
fonction alcool a par ailleurs été introduite agecces (R = 90%) sur les guanidinospermines
via la molécule de liaisoh2 pour couplage ultérieur a un oligonucléotide. &faist,
lisolation par HPLC d'un sous-produit majoritaireorrespondant probablement a une
cyclisation des groupements guanidines pose prabl@busieurs tests peuvent étre effectués
pour y circonvenir: rechercher un réactif de cdpsplabile dans les conditions de
déprotection (ex : Pa®), remplacer le groupement Fmoc présent sur lautée par un
groupement Npeoc, qui sera donc déprotégé patdisode DBU 1 M, tester des conditions
de déprotection plus douces. Néanmoins, des gagdiliinaires menés en ce sens n’'ont pas
donné de résultats satisfaisants. D’autre partrdssltats obtenus ci-aprés pour I'étude des
propriétés de ces nouveaux conjugués oligonuckEstitbus ont incité a nous concentrer
davantage sur la synthese et I'évaluation biologjigies composés issus de la premiéere

génération d’oligonucléotides conjugués a des poiyas (évoqués p.51).

V. CARACTERISATION DES OLIGONUCLEOTIDES CONJUGUES

A. Caractérisation par spectrométrie de masse

Les oligonucléotides guanidino-spermines ont étaatérisés par spectrométrie de masse en
utilisant deux méthodes d’ionisation : soit uneisation par électronébuliseur (ESI), soit une
désorption-ionisation laser assistée par matricALM). Ces deux techniques d’ionisation,
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douces, sont particulierement adaptées a I'analgsenacromolécules car elles évitent leur
fragmentation, contrairement a des méthodes daiois plus conventionnelles. L’ionisation
par électronébuliseur (Figure 82, source Wikipédiahsiste a transformer I'’échantillon
dissout en de fines gouttelettes chargées, a I'dide capillaire fin soumis a un champ
électriqgue (formation d’'un cone dit « de Taylor Bans notre cas, le mode d’ionisation est
négatif, I'échantillon est donc nébulisé, sousféefdu champ électrique, sous forme de
microgouttelettes chargées négativement. A l'aitle dyradient de pression et de champ
électrique entre le capillaire et I'analyseur, lege de gouttelettes est dirigé vers I'analyseur.
Au cours de leur trajet, ces gouttelettes voient taille diminuer en raison de I'évaporation
du solvant. Leur diamétre devient de plus en pkduit alors que la densité de charge
augmente, ce qui finit par engendrer une explosmmombienne permettant la libération
d’'ions en phase gazeuse. Ce mode d’ionisation aaitplé a un analyseur Q-TOF (double

guadripdle et analyseur a temps de vol).

cone de Taylor

cone de nebulisation

Figure 82 : Principe général d'ionisation par nébukation
Toutefois, la source dionisation majoritairementiviégiée pour nos analyses est la
désorption-ionisation laser assistée par matricggu(eé 83, source : Wikipédia) couplée a un
analyseur a temps de vol (MALDI-TOF). L'oligonucti&te est co-cristallisé a une matrice :
'acide 3-hydroxypicolinique (HPA) en présence d&ate de diammonium. La matrice
permet de protéger I'échantillon de la destructiam un faisceau laser direct ainsi que de
favoriser la vaporisation et I'ionisation. La mag&iest ionisée en premier puis transféere sa
charge a I'échantillon. L'analyse par temps decaisiste a accélérer un ion par une tension

connue et mesurer le temps que met cet ion a parcme certaine distance. Les ions les plus
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lourds seront les moins accélérés. Ce temps escteinent corrélable au rapport

masse/charge.
Mélange
matrice-échantillon
c /
-t C
o
-
iy |- é
E_ e B - ® ®
= ;—'§+ : & & ® & &
- ’ & v . ® & JTons moléculaires
+ + T & & = € s P
“ Désorption Ionisation

Figure 83 : Principe de désorption-ionisation assiée par matrice

B. Caractérisation par chromatographie en phase liquide a haute
performance

Les oligonucléotides conjugués ont été analysé$ipaiC a I'aide d’une colonne échangeuse
d’anions haute résolution : une colonne Dionex DRAc 100 analytique. Cette colonne
permet d’avoir une résolution au nucléotide préssttfonctionnalisée en surface avec des
groupements amines quaternaires. Comme pour talrne échangeuse d’anions, les
charges positives de surface vont retenir les éntithargées négativement alors que les
molécules cationiques vont passer au travers deldamne sans étre retenues. Il y a alors deux
meéthodes pour éluer les composés retenus sur iteerésoit modifier le pH de la phase
mobile de facon a ce que les molécules initialerobatgées ne le soient plus, ou chargées de
la méme fagon que la résine, soit ajouter un eingentration croissante. Le sel apporte un
contre-ion de la résine qui va remplacer les maééscqui y sont fixées et permettre leur
élution. Dans notre cas, nous avons choisi cettenske méthode. Deux conditions d’analyse

basées sur ce principe ont donc été utiliséegyramient en solution de [NaCl] = 1 M de 30%
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a 100% en 20 min (dans [NEH] = 0,1 M) ou bien un gradient en solution de [K8 1,5M
de 10% a 25% en 5 min puis 25% a 30% en 10 mins(fldaOH] = 25 mM). Ce dernier
gradient a également été utilisé pour la purifarati’oligonucléotides sur colonne DNA Pac

100 semi-prep.

C. Mesure des températures de fusion

Afin d’évaluer les propriétés de nos nouveaux cgmgs oligonucléotides (décrits p.89), la
stabilité des duplex formés avec un brin complémentsans spermine a été étudiée. On
s'attend en effet a ce que la présence d'une che@®nique diminue la répulsion
électrostatique entre les groupements phosphateslelex brins d’ADN, et par la méme,
améliore I'hybridation de ces deux brins. A bassengérature, deux brins d’ADN
complémentaires sont naturellement hybridés gragdiaisons hydrogenes de Watson-Crick
(cf. chapitre 1, p.7).

Lorsque I'on augmente la température, en revanche,interactions sont progressivement
abolies jusqu’a désappariement total des deux bffiBN. L’hybridation ou la dénaturation
étant des phénomenes coopératifs, il se trouvee erds deux conditions, une situation
intermédiaire ou 50% des ADN doubles brins sontappgariés. La température
correspondante a cet état, appelée températungsiba f(T,,), est utilisée pour caractériser la
stabilité¢ d’'un duplex. Concretement, plus I'hybtida d’'un duplex sera forte, plus la,T
correspondante sera é€levée. La détermination de Ggtpeut étre réalisée par suivi de
'absorbance UV d'un duplex a 260 nm en faisantievata température. En effet, les
nucléotides sont connus pour avoir un maximum dgiion en UV a 260 nm.
L’empilement des bases dans la structure en ddwddiee de 'ADN a pour effet de diminuer
cette absorbance par rapport aux nucléotides liarés méme concentration (phénomene
d’hypochromicité). En conséquence, lorsque le duplt hybridé, 'absorbance UV a 260 nm
est minimale, et lorsqu’il se dénature, I'absorlzaacigmente jusqu’a atteindre un plateau
correspondant a 100% de désappariement des bimed€RB4-A). La température de fusion
correspond alors au point d’inflexion de la coufygy= f(T°C) et peut étre plus facilement
déterminée sur la dérivée premiére gid(T°C) comme étant I'abscisse du maximum de la
courbe obtenue (Figure 84-B). On peut égalemedétarminer sur la courbe de la dérivée

seconde A 260)/d*(T°C) comme étant I'abscisse poury = 0.
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100% d’ADN simple brin

Absorbance a 260 nm

100% d'ADN double brin
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Figure 84 : Détermination de la température de fusin (T,,) d'un ADN double brin

Les propriétés d’hybridation d’oligonucléotides pajués a 1, 2 et 3 guanidinospermines
(IN]10GS1, [N]10GS et [N]1ocGS:) en présence de leur brin complémentaire pour une

concentration en duplex d’un micromolaire ont dté@&es dans un tampon HEPES 10 mM

en présence de [NaCl] = 150 mM. Une force ioniqael80 mM correspond a peu pres aux
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conditions salines physiologiques. Les échantillmm été soumis a une montée en
température de 20°C a 90°C a raison de 0,7°C/narduplex obtenu par hybridation entre le
décameére 5-GCGATGCCAC-3’ et son brin complémeptaist noté ODN. Afin de vérifier
lintérét de nos composés par rapport aux conjugakgonucléotides-oligospermines
développés précédemment, leg @les composés DN, S-ODN et $-ODN ont éte
étudiées conjointement. La stabilité des duplextammamt des guanidinospermines a
€également été comparée a celle d’'un duplex de nsémeence, sans spermine.

Oligonucléotide Tm (£0,5°C) AT (°C)
ODN-GS 49,3 2,9
ODN-GS 48,3 1,9
ODN-G3 50,4 4
Duplex témoin 46,4 -
S;-ODN 48,1 1,7
S,-ODN 49,3 2,9
S;-ODN 53,3 6,9
0.3
—0ODN-GS1
E ODN-G52
E e - e, ——ODBNAES
E e e —-"‘"Hd'--._. = Duplex t&main
1=
g 02 51-0DN
E /—+————— S2-0DN
= —

S3-0DN

20 40 . 60 80
Température (°C)

Figure 85 : Courbes et températures de fusion poyNaCl] = 150 mM

Les résultats obtenus (Figure 85) montrent un daistabilité des duplex guanidinospermines
par rapport au duplex témoin : +2,9°C p@DN-GS, +1,9°Cpour ODN-G$ et +4°C pour
ODN-GSs. Les oligonucléotides-oligospermines de premiéneégation montrent également
une augmentation des, En fonction du nombre de spermines, en accorngestats obtenus
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par Noir et al. 227]. Dans nos conditions ([Duplex] = 1uM, [NaCl] =A&nM), ce gain est
de +1,7°C pour SODN, +2,9°C pour $ODN et +6,9°C pour $ODN. Ces observations
sont surprenantes et ne sont pas conformes auebhérché. Dans la mesure ou le lien
phosphate inter-spermine a été remplacé par unadjne, chargée positivement, le gain de
stabilité apporté par les guanidino-spermines ayptax devrait &tre supérieur a celui apporté
par les spermines simples.

Afin de mieux observer l'interaction entre le bdomplémentaire et les composés ODN;GS
ODN-GS et ODN-GS, la teneur en sels, connue pour stabiliser la &ion des duplex sans
spermines a été abaissée a [NaCl] =50 mM, et laureedes [ a été effectuée pour
[ODN-GS|] = 2 uM (Figure 86).

Oligonucléotide T CC) s
ODN-GS 42,2 0,3
ODN-GS 38 -
ODN-GS 235 -
Duplex témoin 15 -
S;-ODN 23 -
S,-ODN 281 -
S;-ODN 53.3 -
0,4 1
g
0,3 1 — —
z
=
g —0ODN-GS1
':: ODN-GS2
E ) —ODN-GS3
E Duplex témoin
E 51-0DN
g S2-0DN
0,1 1 g
0 | ‘ ’ 1
) ) . = 100

Temperature (°C)

Figure 86 : Courbes et températures de fusion poyNaCl] = 50 mM
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La encore, on observe un gain de stabilité deseadupbntenant des guanidinospermines
+0,3°C pourODN-GS, +1,9°Cpour ODN-GS et +1,6°C pouODN-GS. Cependant, lespyT
n‘augmentent pas ou faiblement en fonction du nemie guanidinospermines et sont
inférieures aux J observées pour les témoins oligonucléotides-gtigorines de premiére
génération +0,4°C pouri DN, +6,2°C pour SODN et +11,4°C pour $50DN. Alors que
diminuer la concentration en sels devrait avoirrpoanséquence d’augmenter 'effet de la
spermine sur la stabilisation des duplex, commstaettement le cas pour les composés
S,-ODN, l'amélioration des F pour les composés ODN-G3este modérée. Bien que
déroutants, ces résultats confirment les obsenatitaites précédemment. Plusieurs
explications peuvent étre envisagées pour justiarrésultats, en premier lieu, la pureté des
oligonucléotides employés pour la mesure. Bienlgummposé présentant une spermine soit
pur, le pic HPLC du composé gN]i0 présente un léger épaulement, de méme que pour le
composé GN]i0. La présence d’'une impureté pourrait avoir podetefie modifier la
courbe de montée en température et niveler vdyaddes résultats obtenus. Une purification
supplémentaire n’est pourtant pas envisageabldasguantité d'oligonucléotide résiduelle.
D’autre part, il est possible que ces résultatsergoiliés a la nature méme des
oligonucléotides-guanidinospermines. On peut egesaen effet que le groupement
guanidine, bien que possédant une double liaisolocalésée, induise une certaine
rigidification de la chaine polyaminée par rappaux spermines reliées par une liaison
phosphate, et empéche ainsi le bon repliement dgpésimine au sein du duplex. Les

répulsions électrostatiques entre les deux bries séraient alors que faiblement diminuées.

VI. CONCLUSION

En conclusion, nous avons réussi a synthétiseroumeau synthon spermine efficace pour la
réaction de guanidinylation, compatible avec lesndtiions de déprotection des

oligonucléotides et permettant d’évaluer le rendgnt® couplage grace a un groupement
MMT dosable en UV-visible. Cette synthése s’est@fiée en huit étapes avec un rendement
global de 24%. Les premieres étapes de protectithogonale des groupements amines
primaires et secondaires de la spermine s’effettwemc d’excellents rendements et

permettent d’'obtenir des produits purs (pureté atarsee par analyse élémentaire) sans

nécessiter de purification fastidieuse par colocim®matographique. Comme la plupart des
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polyamines naturelles et leurs analogues présemtestactivités biologique238g, cette
méthode de protection de la spermine, adaptabtesse échelle pourrait présenter un intérét
dans d’'autres domaines de recherche, notamment If@aiboration de synthéses totales
commercialement exploitables.

Nous sommes également parvenus a synthétiseragtt@aser de nouveaux oligonucléotides
conjugués a une chaine polycationique a pH phygigle. Les premiers essais réalisés pour
coupler une guanidinospermine a l'extrémité 5 d'oligonucléotide modifié ont permis
d’obtenir un conjugué GfN]io, mais il n'a pas été possible de coupler davanidge
spermines a cette extrémité. La modification d'wpport dT-CPG pour introduction de
spermines en 3’ a abouti a des oligonucléotideplésujusqu’'a 3 spermines. Les duplex
guanidinospermines ODN-GSODN-GS, ODN-GS obtenus montrent un gain de stabilité
en conditions salines physiologiques par rappodwglex sans spermine. Il serait intéressant
de comparer ces résultats avec la températuresitenfdes oligonucléotides non conjugués,
en présence de spermine libre.

Des améliorations de la synthése, de la déproteetide la purification de ces composés sont
envisageables. Il est possible, par exemple, delemar la liaison phosphoramidate entre
I'oligonucléotide et les spermines, sensible auxdiiions acides, par un groupement
phosphate a I'aide de la molécule de liai$@nD’autre part, de premiers essais pour modifier
la nature du support par lintroduction d'un liemrsosyl-succinyl, pour faciliter la
déprotection des groupements Npeoc sur suppodesaint démontré que ce nouveau support
est résistant aux conditions de déprotection patJDBes tests ont en outre permis de
déterminer certains axes d’amélioration. Tout didbde fait qu'une molécule modeéle,
présentant la méme fonction thiourée que notrehgynspermine, couple sur le méme support
avec de bien meilleurs rendements suggere que sytiton diffuse moins bien ou que les
sites actifs sont moins disponibles. Ceci seraitvdisemblablement a la présence des
groupements Npeoc, qui engendreraient une forte gérique et/ou une rigidification de la
structure. Il faudrait donc remplacer ces groupdmgurotecteurs par d’autres, moins
encombrants, tout en restant compatibles aveadége d’oligonucléotides. D’autre part, le
groupement Fmoc utilisé pour activer la fonctioiotinée et protéger la fonction guanidine ne
semble pas étre parfaitement stable aux conditi&mgionnelles. Il faudrait alors soit trouver
un nouveau groupement activant, soit modifier kcti€ de cap pour éviter une potentielle
cyclisation des guanidinospermines lors de I'é@d@eéprotection dans 'ammoniac.
Cependant, compte tenu des difficultés synthétiqeiesle I'absence d’amélioration des

propriétés des oligonucléotides-guanidinospermir@®®N-GS, en comparaison a la
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génération d’oligonucléotides-oligospermingsCN précédente, il a semblé plus judicieux
de se consacrer a I'étude de ces derniers complges.les prochains chapitres s’attachent
dans un premier temps a adapter la synthése dgmotiléotides-oligospermines pour une
application biologique : une correction de I'épgsalternatif. Dans un second temps, des
oligonucléotides ARN cationiques ont été conjuguées parties lipophiles et étudigsitro

pour une application en ARN interférence
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Chapitre 3 : Oligonucléotides antisens cationigapgliqués a une correction de I'épissage alternatif

. INTRODUCTION

Dans cette partie, nous montrerons qu’il est péssiiadapter nos oligonucléotides
conjugués de premiere génération a une applicaimisens évoquée au chapitre 1: la
correction de I'épissage alternatif. Des oligonatitles 2’-OMe phosphorothioates simples
brins ont été conjugués a cet effet a un nombréaer de spermines: 15, 20, 25 et
30 spermines. Des séquences contrles ont d'aatre ¢ effectuées pour contrdler la
spécificité de nos oligonucléotides cationiquesfirnune vérification de la pénétration
cellulaire de nos composeés, une étude de leur ntmatien efficace et de leur cytotoxicité

puis un suivi de leur cinétique d’action ont étalis®s.

Il.  SYNTHESE DES OLIGORIBONUCLEOTIDES 2'-OME,

PHOSPHOROTHIOATES CATIONIQUES

Ces travaux font suite a une étude préliminaireorqie au sein du laboratoire par
Mitsuharu Kotera, Emilie Voirin (synthése) et Makothisen (biologie cellulaire). Les
oligonucléotides employés ciblent le site d’épissafperrant créé par une mutation sur la
séquence 705 du gene detglobine humaine. Il s’agit d’oligonucléotides 1&mm, noté par

la suite [ON-705] 5’-CCU CUU ACC UCA GUU ACdA-3'p39, conjugués a leur
extrémité 5’ a un nombre de 5, 10, 15 et 20 spa¥mihors de ces travaux antérieurs, cette
séquence a été réalisée avec des modificationsM&-Qur les sucres et un squelette
phosphorothioate. En effet, les oligoribonucléatidmtisens appliqués a la correction de
I'épissage alternatif sont simple brin, comme ndasons vu dans le chapitre 1 (p.22).
Comme ils ne sont pas transfectés a I'aide d’utevecils ne sont donc plus protégés par un
guelconque agent de transfection de l'attaque pamdcléases. Or les ARN simples brins en
particulier sont tres facilement dégradables. Cedifications ont donc pour but d’augmenter
la stabilité des nos oligonucléotides-polyaminesubDe part, comme abordé dans le premier
chapitre, ce type de modifications se préte assmz & I'application au niveau de '’ARN
pré-messager que ce soitvivo chez des sourimmdx[24( ou des chiens de race golden

retriever P41 ou pour des essais clinique$6[ 4§. Les résultats obtenus vitro sur un
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modele correction de I'épissage alternatif décrdtlp ont montré une activité optimale pour
les oligonucléotides comprenant 15 et 20 sperméndgs concentrations submicromolaires.
Mon travail de these a donc consisté a synthétiemne part de nouveaux composes
[ON-705] 2’-OMe phosphorothioates conjugués a umini@ supérieur de spermines (15, 20,
25 et 30 spermines) pour déterminer les parameptsiaux pour une efficacité biologique,
et d’autre part, des séquences contrbles coupbéesan) a 15 spermines pour s’assurer de la
spécificité des oligonucléotides conjugués obte(figure 87). Ces séquences controles
doivent permettre de s’assurer que la présencpatengies ne génere pas d'effet aspécifique.
Il s’agit des séquences suivantes :

- la séquence [ON 119], décrite par Kole et c@ig (Tableau 6), qui cible la
séquence 119 également présente dans l'intron 2a d&globine humaine, mais
adjacente au site d’épissage aberrant,

- la séquence [ON 705 M] décrite également par Koleodl. [242] qui ne présente
gu'un seul mésappariement souligné en noir dansal@deau 6, par rapport a la
séquence [ON 705],

- la séquence [ON 705 scr], décrite par Resina ¢4 (Tableau 6), qui arbore le
méme nombre de nucléotides A, C, G, U que la segugdN 705], mais placés dans

un ordre aléatoire.

o § H, Hy
0—P—0 © ® N N H
(') O B H2 H2 @ @ n
(ID @OMG n =15, 20, 25, 30
o:T—s 17
OH

Figure 87 : Schéma général des oligonucléotides@Me phosphorothioates cationiques
Des oligonucléotides fluorescentso®N-705]Fluo et [ON-705]Fluo ont par ailleurs été
réalisés par Mitsuharu Kotera pour observer la patién cellulaire des oligonucléotides
résultants. Les oligonucléotides 2'-OMe phosphadcatfes ont donc été synthétisés

automatiquement a I'échelle d’'une micromole aves tendements de couplage pour les
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nucléotides phosphoramidites 2’-OMe (protectionraditild) et pour les phosphoramidites
spermines 95% et en conservant le groupement trityle firalrgourification.

Pour des raisons pratiques, le premier nucléotitiséuest un nucléotide ADN. La sulfuration
des oligonucléotides a été realisée a l'aide datiféde Beaucage a raison de 3 min de
réaction par cycle. Le couplage de la premieremsiper a la jonction entre I'oligonucléotide

et la queue polyamine, ainsi que les couplagesielts de spermine ont nécessité une
adaptation du cycle de couplage. D’autre pariele ihter-spermine phosphate est conservé et
n'est pas remplacé par une liaison phosphorothi@de composés ont ensuite été déprotéges
et décrochés du support dans de 'ammoniac aqu@¥x dvant d’étre purifiés sur cartouche

Polypak II.

[Il.  CARACTERISATION DES OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS
CATIONIQUES

La présence d’'un squelette phosphorothioate ggmauwe chaque nucléotide introduit deux
stéréoisomeres. Les oligonucléotides obtenus sepient donc comme un mélange dé 2
isomeres, ce qui n'affecte en rien leur efficadiélogique. Cependant, leur analyse par
spectre HPLC peut s’avérer problématique. Ces oligigotides ont donc été caractérisés par

spectrométrie de masse et par gel d’électrophorese.

A. Caractérisation par spectrométrie de masse et évaluation du

rendement

Un certain nombre d'oligonucléotides 2’-OMe phogpitibioates a été caractérisé par
spectrométrie de masse MALDI-TOF par Jean-Marc IStiula méthode d’analyse par

spectrométrie de masse a déja été décrite dammajetie 2 (p.100). Les masses ainsi que les
rendements obtenus pour nos oligonucléotides s@mertoriés dans le Tableau 6. Ces
rendements ont été calculés par dosage UV a 260 nm.
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Nom Séquence Quantité [MH"calc | MH"obs
(5 - 3) 5 - 3) (nmol) | (Da) | (Da)
[ON-705] CCU CUU ACC UCA GUU ACdA 110 6069 6069
[ON-705M] CCU CUU AQ\ UCA GUU ACdA 88 6093 n.d.
[ON-705scr] ACU ACC CGA UAU CUC CcudcC 84 6069 n.d.
[ON-119] UGA GAC UUC CAC ACU GAdT 36 6187 n.d.
S;g[ON-705] S5-CCU CUU ACC UCA GUU ACdA 61 12196 12225
S:o[ON-705] S¢CCU CUU ACC UCA GUU ACdA 50 14239 n.d.
S:f[ON-705] SsCCU CUU ACC UCA GUU ACdA 11 16282 n.d.
S30{ON-705] SoCCU CUU ACC UCA GUU ACdA 66 18324 n.d.
Sis[ON-705M] Ss-CCU CUU ACA UCA GUU ACdA 55 12220 12311
S;fON-705scr] $s-ACU ACC CGA UAU CUC cudcC 120 12196 n.d.
S;g[ON-119] S5-UGA GAC UUC CAC ACU GAdT 97 12313 n.d.
[ON-705]Fluo* CCU CUU ACC UCA GUU ACA-F 300 6684 86
S,[ON-705]Fluo* | S,,-CCU CUU ACC UCA GUU ACA-F 40 14855 14880

Tableau 6 : Quantité isolée et caractérisation pamasse

(* réalisés par Mitsuharu Kotera)

B. Caractérisation par gel d’électrophorese

L’analyse de la pureté des oligonucléotides surdiggectrophorese a été effectuée par Marc
Nothisen. L’électrophorése est I'une des principaiechniques utilisées en biologie pour

caractériser des macromolécules. Les biomoléculgsent dans un gel soumis a un champ
électrigue en fonction de leurs propriétés physquaille, forme et/ou charge électrique. Les
acides nucléiques sont communément séparés sut'agglrose. Toutefois, la présence de
spermines chargées positivement modifie quelqudgsepropriétés de nos oligonucléotides.
Dans notre cas, la migration s’effectue alors wirdg polyacrylamide. Tres utilisé pour la

séparation de peptides et de protéines, le geloimg@ylamide est également adapté a la

caractérisation d’oligonucléotides. C’est un geltictdé obtenu par polymérisation
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d’acrylamide et de bis-acrylamide. Plus le pouragat d’acrylamide est éleve, plus les
mailles du réseau constituant le gel sont étrois.conséquence, les molécules de plus
grande taille migreront plus lentement. L'électropse sur gel de polyacrylamide peut se
réaliser en conditions natives : les échantilloépa$és dans les puits du gel ne subissent
aucun traitement ou en condition dénaturantes cHasges des molécules sont masquées par
la présence d’'un détergent ionique : le sodium dgdsulfate (SDS). Les molécules ne
migrent alors plus du tout en fonction de leur geamais seulement en fonction de leur
taille.

Dans notre cas, le gel utilisé est donc le gel quigc Criterion™ XT de gradient 4-12%
Bis-Tris (Bio-Rad). Il permet habituellement la aégtion des protéines de 10 kDa a 250 kDa
en fonction leur poids moléculaire, en ayant res@uun tampon de migration dénaturant : le
XT MES (Bio-Rad).Nos oligonucléotides cationiques sont donc sépamé®nction de leur
taille. Afin de visualiser la position des oligomémtides dans le gel, celui-ci est révélé avec
un agent d’intercalation des acides nucléiquebrdenure d’éthidium qui fluoresce avec une
couleur rouge orangée lorsqu’il est soumis a dgena UV. Comme ce réactif s'intercale
entre les paires de bases, seuls les duplex pethéatiquement étre révélés par cette
technique. Or, contrairement aux oligonucléotideaptes brins usuels, la présence de
spermines permet la révélation de nos oligonuaésti cationiques par du bromure

d’éthidium. Nos composés ont ainsi pu étre obsefvigsire 88).

Figure 88 : Gel d'électrophorése des oligonucléotid 2'-OMe phosphorothioates.

1. [ON-705] (fleche blanche), 2.s80N-705], 3. Sj{ON-705], 4. S[ON-705], 5. $[ON-705],
6. SJ{ON-705scr], 7. $s[ON-119]
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Les résultats obtenus montrent clairement un déealdes bandes correspondant aux
oligonucléotides en fonction du nombre de spermimesmjuguées. La position de
I'oligonucléotide sans spermine est indiquée par flixche blanche. Le fait que les bandes
obtenues soient fines et présentent peu de «@&@m&ouligne une assez bonne pureté des

oligonucléotides cationiques.

IV. EVALUATION DES OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS

CATIONIQUES EN BIOLOGIE CELLULAIRE

Toutes les expériences de biologie cellulaire theffectuées par Marc Nothisen.

A. Pénétration cellulaire des oligonucléotides antisens cationiques

Afin de s’assurer que les oligonucléotides-polyamigsont capables de pénétrer a l'intérieur
des cellules sans aucun agent de transfectionligonacléotide $ON-705] conjugué a un
fluorophore, la fluorescéine £$ON-705]Fluo) a été mis en présence de cellulesathecer du
col de l'utérus, les HelLa. Son devenir au bout Blenth, 2 h puis 4 h a été observé a l'aide
d’'un microscope a épifluorescence. La conjugaisd0 &permines n’est pas fortuite, elle
correspond a l'oligonucléotide présentant la meikeefficacité biologique (cf. p.123) Pour
comparaison, des cellules HeLa ont été traitéex awe oligonucléotide sans spermine
fluorescent de méme séquence [ON-705]Fluo et poteenmémes modifications 2’-OMe
phosphorothioates. Les observations sont réal&édasde d’un milieu ne présentant pas de
rouge de phénol, afin d'éviter toute perturbatioa Banalyse. Les résultats obtenus
(Figure 89) montrent clairement que les oligonuiitkss cationiques FJON-705]Fluo sont
capables de pénétrer dans les cellgkass agent de transfectiopour une concentration de
0,4uM et 1uM. La transfection est amorcée a t+2 h et semblgimrade a t+4 h pour une
concentration de 04M, alors que pour une concentration dgM, la transfection semble
déja quasi-optimale a t+2h, et débute des t+45 Diautre part, toute la cellule semble étre
transfectée : aussi bien le cytoplasme que le na@ume le montre le halo vert diffus. Dans
le méme temps, un oligonucléotide [ON-705]Fluo sspermine ni vecteur s’avere incapable

de transfecter les cellules, méme pour une coratémirde 1uM.
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[ON-705] [ON-70]5 S20[ON-705] S20[ON-705]
04 1M 1puM 0,4 pM 1pM

Figure 89 : Pénétration cellulaire d'un oligonuclétide cationique S ON-705]Fluo

B. Etude de la spécificité et de lefficacité des oligonucléotides

antisens cationiques

Comme nous l'avons vu dans le premier chapitre otigenucléotides antisens simples brins
se lient a des sites d’épissage au niveau de I'ARNmessager pour empécher, de fagon
stérique, la traduction de transcrit contenantrdetations en protéines : c’est la technique de
correction de I'épissage alternatif. Afin de veamifila capacité de nos oligonucléotides a
bloquer effectivement des sites d'épissage aberramts avons choisi un modéle cellulaire
décrit par Kole et coll.Z39, 243. Il s’agit de cellules du cancer du col de l'utgtransfectées
de facon stable par un plasmide pLuc/705 : les Heluee/705. Ces cellules contiennent donc
le géne de la luciférase dans lequel I'intron 2é1iS2-705 de la 3-globine observé dans les
cas de B-thalassémie humaine a été inséré. Lanpeege cet intron empéche la traduction
d’une luciférase fonctionnelle. Il possede en effetsite d’épissage 5 aberrant créé par la
séquence mutée 705 (mutation d’'une thymine en gaanqui active un site d’épissage 3’
cryptique a 126 nucléotides de distance, provogliasertion de ce trongon dans la séquence
codant pour la luciférase ainsi que la génératidon dcodon stop339. Si les
oligonucléotides antisens ciblent correctementdquence 705 de l'intron, ils empéchent
alors la reconnaissance de ce site d’épissageaaibgrar le splicéosome, et c’est 'ensemble

de l'intron qui est excisé, comme dans le cas épissage normal (Figure 90).

Confidentiel 119



Chapitre 3 : Oligonucléotides antisens cationigapgliqués a une correction de I'épissage alternatif

épissage normal
épissage épissage

Tos

Pré- lucif = ;T erase lucif = } erase
mRNA acn Intron 2 B-globine IVS2-705 e, ) Saice B intron 2 R-globine IVS2-705 —)
Sn[ON-705]
mRNA ﬂj—- erase | luciferase |

l J

d' y expression de la
pas d’expression hictiiass

Figure 90 : Modele de géne rapporteur

Puisque la luciférase est une enzyme impliquée dansiminescence de la luciole, la
restauration de I'expression du gene de la lugig@eut étre mesurée par luminescence. La
cytotoxicité de nos composés a par ailleurs étéuéegpar dosage des protéines cellulaires.
Pour toutes les expériencs vitro décrites dans ce chapitre, les tests ont ététeffeen
'absence de sérum. Le milieu contenant les callafa été supplémenté en sérum de veau
foetal qu'aprés 4 h d’'incubation des oligonucléatidationiques.

Une premiere étude a été réalisée afin, d’'une paohserver les concentrations efficaces
pour nos composesPEON-705] et S[ON-705] et d’autre part, d’'attester de la spétiicle

nos oligonucléotides cationiques a l'aide des olighéotides contrdles ;$ON-705scr],
Si1s{ON-119] et $5{ON-705M] a la concentration maximale testée : |[OM (Figure 91).
Apres dépbt des oligonucléotides sur les cellules @ncentrations souhaitées, et ajout de
milieu contenant du sérum a t+4 h, les cellulest $ggees et la luminescence mesurée a
t+31 h. A titre de contrble négatif, la luminescemntes cellules seules ou mises en présence
de I'oligonucléotide [ON-705] sans spermines niteac de transfection a été mesurée. En
guise de témoin positif, I'oligonucléotide [ON-70a]été transfecté a une concentration de
0,2 uM par un vecteur de référence, le jetSI™-EifBolyplus Transfection) selon le
protocole du fabricant. Les résultats obtenus neomtune assez bonne spécificité de nos
oligonucléotides cationiques, puisque l'expresdienla luciférase n’est pas augmentée de
facon flagrante en présence des composg®IS-119] et S5 {ON-705scr] a la concentration

maximale de 0,4 uM, et sont cohérents avec ce sfjubleservé pour les oligonucléotides
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[ON-119] et [ON-705scr] transfecté par le jetSI™dBn(0,2 uM). L'activité du composé
S5 /ON-705M] a cette concentration est un peu plusii@ative, mais cette aspécificité reste
inférieure a celle observée pour le méme oligomicé sans spermine [ON-705M]
transfecté (0,2 uM). Il n’est par ailleurs pas é@@mt d’observer une certaine activité d’'un
oligonucléotide présentant un seul mésappariem@antrairement aux siRNAs, dont la
complémentarité parfaite de séquence joue un riteopdial pour leur activité, le mécanisme
de correction de I'épissage alternatif requiereatisllement un blocage stérique de I'acces
du splicéosome et autres facteurs d’épissage asctia pré-messager et est donc moins
sensible a la présence de mésappariements. Ce mééeo d'effet aspécifique de
I'oligonucléotide [ON-705M] a par ailleurs été obse par Kole et coll.239, par
transfection de l'oligonucléotide avec de la lipgfanine, a des concentrations comprises
entre 0,1 uM et 0,4 uM. La conjugaison de sperminesgénerent donc pas de « faux

positifs » et conserve la spécificité des oligogatides correspondants.
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Figure 91 : Etude de l'efficacité et de la spécifié des oligonucléotides cationiques
En terme d’efficacité, le composé qui semble priesdes meilleurs résultats est le composé
S;0/ON-705] a une concentration de 0,4 uM (15 foigpiession basale des cellules seules).
Toutefois a cette concentration, la cytotoxicit@utaire observée est non négligeable (58%

de survie cellulaire). Il est a noter que cetteotyticité s’apparenterait davantage a un
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ralentissement de la croissance des cellules qéaréelle mort cellulaire. Un autre candidat
potentiel est le ${ON-705] & une concentration de 0,4 uM (6 fois ieession basale des
cellules seules) qui présente une survie cellul@ineéliorée (75%). Une étude plus
approfondie de ce composé a donc été réaliséedadffiner le choix de la concentration
optimale (Figure 92). Toutefois, I'activité obseev@our ces deux oligonucléotides reste
inférieure a I'oligonucléotide [ON-705] sans spemmitransfecté a l'aide du jetSI™-Endo
(0,2 uM). Le jetSI™-Endo est un lipide cationiquei dorme des lipoplexes avec les
oligonucléotides qui sédimentent sur les cellules@urs de I'expérience, augmentant ainsi la

concentration locale d’acides nucléiques, ce gpligue sa grande efficacité.
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Figure 92 : Restauration de I'expression du géne da luciférase par I'oligonucléotide $ON-705]

Les tests effectués sur I'oligonucléotidgf/©N-705] montrent une bonne efficacité de ce
composé pour une concentration de 0,8 uM (19 feigpitession basale dés 10 h et jusqu’a
pres de 44 fois a t+22 h). Cependant a cette ctratiem-la, cet oligonucléotide s’avere tres
toxique : la survie cellulaire décroit dans le méemaps de 58% a 18%. A 0,6 uM et 0,4 uM,
I'expression de la luciférase augmente jusqu’a tr-4®ur atteindre respectivement 35 fois et
15 fois I'expression basale. Alors que le taux devie cellulaire est élevé a t+10h

(respectivement 89% et 91%), a t+46 h en revarthe, s’éléeve plus qu’'a 53% et 63%. Au

vu de ces résultats, pour conserver une bonneeifi; tout en mitigeant les toxicités, il a été
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décidé d’effectuer une étude cinétique sur [loligdéotide $SJON-705] pour une
concentration de 0,5 UM en ce composé. De mémegedmasant sur les données décrites
précédemment (Figure 91), I'oligonucléotidg[ON-705] est utilisé pour I'étude cinétique
avec une concentration de 0,3 uM afin d’avoir um bmmpromis entre efficacité et
cytotoxicité. Le choix de la concentration de ONd pour le composé ;g§ON-705] est basé
sur la déduction de son efficacité en fonction desncentrations utilisées pour
I'oligonucléotide $o[ON-705].

C. FEtude cinétique de lactivit¢ des oligonucléotides antisens

cationiques

La restauration de I'expression génétique a l'aldenos oligonucléotides cationiques a été
évaluée au cours du temps, pour les concentrafiwésentant le meilleur compromis
efficacité / cytotoxicite, établies au paragraphécpdent. Les oligonucléotidessf®N-705],
S,[ON-705] et So[ON-705], a des concentrations respectives de M6Q5 uM, et 0,3 UM,
ainsi que deux des séquences controlglO8l-705scr] et $[ON-119] a des concentrations
de 0,6 uM ont donc été testés sur un période dehl@aviron 6 jours, Figure 93). Les
résultats sont exprimés a partir des cellules HelLlac705 témoins, considérées comme a
100% d'expression du gene de la luciférase. Biea lgugéne de la luciférase ne soit
théoriquement pas fonctionnel, ces cellules exprtmene luminescence intrinseque, qui
correspond a du bruit de fond. L’effet obtenu pr dligonucléotides conjugués a 15, 20 et
30 spermines est maximal aprés 45 h d’'incubationr@m: soit 23 fois I'expression basale
des cellules HelLa pLuc705 non traitées poxfCBN-705], 15 fois I'expression basale pour
S15{ON-705], et 7 fois I'expression basale poufON-705]. Pour ces trois oligonucléotides
cationiques a de telles concentrations, le rétsdnient de I'expression du géene perdure
jusqu’a 118 h ou il s’éleve encore respectivement fais, 6 fois et 3,5 fois I'expression
basale. Cette cinétique est tres différente de oflservée par exemple par Résina eRd[
pour des oligonucléotides 2’-OMe délivrés a I'aidie lipoplexes (130 nM), pour lesquels
I'efficacité maximale intervient au bout de 24 H'etfet semble presque aboli a 48 h. Il est a
noter que les oligonucléotidessf®N-705scr] et ${ON-119] ne permettent pas de rétablir
I'expression du gene de la luciférase, confirmard fois de plus, la bonne spécificité de nos

oligonucléotides conjugués.
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Figure 93 : Cinétique de rétablissement de I'expresson de la luciférase

Nos oligonucléotides cationiques ont d’autre p&tadmparées a I'oligonucléotide [ON-705]
transfecté par le vecteur de référence, le jetSHeEa une concentration de 0,2 pM.
L'efficacité maximale de I'oligonucléotide transféest supérieure a celle observée pour nos
oligonucléotides et s’éléeve jusqu’a 58 fois I'exgsi®n basale (t+21 h). Cependant pour des
temps d’expression plus longs, I'effet résiduel’digonucléotide transfecté par le vecteur de

référence est inférieur ou égal a celui observar poligonucléotide $[ON-705] a 0,5 uM.
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Figure 94 : Efficacité et cinétique d’action des @jjonucléotides $[ON-705] et [ON-705] transfecté
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V. CONCLUSION

hY

En conclusion, le couplage de spermines a I'ext@&nmb’ permet d'obtenir des
oligonucléotides de charge globale cationigue awet squelette modifie 2’-OMe
phosphorothioate. Un oligonucléotide cationique rééérence, le £ ON-705]Fluo est
capable de pénétrer a l'intérieur des cellgass aucun agent de transfectioen 2 h a 4 h,
pour une concentration de 0,4 uM. Une premiére&ituditro a I'aide du gene rapporteur de
la luciférase a permis d’évaluer la spécificiténtes oligonucléotides cationiques, la quantité
de spermines et les concentrations des compos€3NS05] présentant le meilleur
compromis efficacité / cytotoxicité. Ces résultatst montré une spécificité conservée en
présence de spermines car les contréjg©8l-705scr] et [ON-119] a 0,4 uM puis 0,6 uM
(étude cinétique) n’engendrent pas de restaurasignificative de I'expression de la
luciférase. Le composé qui semble avoir la meidleefficacité (jusqu’'a 23 fois I'expression
basale), sans que ce soit au détriment de la scellidaire est I'oligonucléotide,§ON-705]
pour des concentrations aux alentours de 0,4-0,5 gkfin, bien que lintensité de
I'expression génétique restaurée soit moins forte @our l'oligonucléotide [ON-705]
transfecté, nos oligonucléotides cationiques ptése¢mine cinétique d’action particulierement

intéressante, puisqu’ils sont encore actifs apijesis d’'incubation.
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Chapitre 4 : Synthése et évaluation de siRNAs a@fies lipophiles

l. INTRODUCTION

Dans ce chapitre, de nouveaux composés siRNAsnagties lipophiles ont été synthétisés
puis caractérisés. Leur capacité a s'auto-arraagaé observée par microscopie électronique
en transmission. Leur évaluation en biologie caitel a ensuite permis de déterminer leur
efficacité et leur toxicité seuls ou pré-associescaun « cargo moléculaire » : I'albumine.

Cette efficacité a de plus été testée en présensérdm.

Comme cela a déja étée évoqué au chapitre 1 (plé8meécanisme d’ARN interférence
découvert en 1998 Pp] présente un intérét immense pour ses applicapotentielles dans le
domaine thérapeutique. Depuis lidentification d8&8NAs comme intermédiaires-clés dans
les cellules de mammiféeres en 20Q4]] de nombreux essais clinigues basés sur ces
composeés se sont rapidement développ@s444. Toutefois l'utilisation de siRNA vitro
ouin vivo en tant que « médicaments » rencontre deux paogipbstacles. Tout d’abord, le
squelette naturel des siRNAs présente une faiblgilisé chimique et enzymatique. D’autre
part, les siRNAs sont incapables de rentrer sealss des cellules et nécessitent d’étre
vectorisés. De nombreux vecteurs synthétiques.ededument développés pour la thérapie
génique ou pour les oligonucléotides antisens, &iét rapidement testés et adaptés a la
délivrance de siRNAs et ont montré d’excellentailtéssin vitro. Ces vecteurs, décrits dans
le chapitre 1 (p.30), ont pour double vocation H&miner les siRNAs vers les cellules et de
protéger leur intégrité face aux nucléases présatdns le serum. Cependant ils souffrent de
nombreuses limitations pour leur utilisationvivo en raison de leur poids moléculaire éleve :
une réponse immunitair89, 243, des effets non-spécifiques, une agrégation ss d
structures anioniques de plus grosse taille ounangvaise diffusion dans les tiss@® | 244.

En théorie, la délivrance de molécules a la plac@atticules devrait résoudre la plupart de
ces problemes. Pour cela, il est possible de carjuge facon covalente les siRNAs a des
molécules responsables de leur internalisation lpar cellules. Dans cette optique, la
conjugaison de siRNAs a des parties lipidiqgues es peptides cationiques a montré des
résultats intéressants vitro commein vivo[160, 162, 193, 247, 248Toutefois, I'effetin
vivo était soit limité 193, soit nécessitait de fortes dos&s(, 162, ou était parfois
accompagné de réponse immunitairt®y. Dans notre cas, nous avons adapté le couplage

répétitif de spermines précédemment évoqué (p.9a) synthése d’oligonucléotides ARN.
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Cette conjugaison de polyamine a été effectueexdrémité 5’ du brin passager, conférant
une charge globalement positive au SiRNA résulté@figure 95) P03. Ces siRNAs
cationiques ont démontrié vitro une capacité a entrer dans les cellules sans afent
transfection et a éteindre efficacement I'exprassitun géne en l'absence de sériagd.
Ces siRNAs présentent un squelette non modifié dféviter toute perte d'activité
biologique, et ne sont plus protégés par aucuneuedale transfection. Nous avons donc
anticipé que leur résistance aux nucléases du séawvait étre améliorée. Pour cela, les
siRNAs cationiques ont été couplés a trois lipidd&rents. Nous avons supposé que la
pré-association de ces parties lipidiques avec pietines seériques pourrait aboutir a la
formation de « cargos » moléculaires. La formatientels assemblages devrait stériquement
empécher I'approche des nucléases, favoriser kulation systémique des siRNAs par
injection intraveineuse en évitant leur excrétiénale R44 et prolonger ainsi leur demi-vie
in vivo. La protéine sérique choisie pour cette étude pnédire in vitro est I'albumine
puisqu’elle représente 60% des protéines du plasdma I'homme, pour des concentrations
comprises entre 38 gtet 48 g.L%, et qu'elle a déja été utilisée par d’autres labmres en

tant que « transporteur » de siRNAs lipidiquisd.

[I.  SYNTHESE DE SIRNAS CATIONIQUES LIPOPHILES

La synthese et la purification d’oligonucléotidegtianiques lipophiles ont été réalisées par

Jérémy Bagilet.

Conformément a une précédente étude menée au gelabdratoire sur l'efficacité de
siRNAs cationiquesZ03, la séquence employée pour nos expériences assiglaence GL3
du gene modifié de la luciférase de la luciBleotinus Pyralis Dans le mécanisme d’ARN
interférence, seul le brin antisens entre en jewrsda reconnaissance de 'ARN messager
cible a cliver R49. Ainsi, pour éviter des effets aspécifiques Bk présence de spermines
ou de lipides lors de cette étape, et sachantagpedition 5’ du brin antisens est cruciale pour
préserver l'activité d’ARN interférencé&3, 203, les modifications ont porté sur I'extrémité
5’ du brin passager. D’autre part, I'ouverture dipléx et la sélection du brin antisens se fait
par le complexe enzymatiqgue RLC (RISC loading caxpldu coté du siRNA

thermodynamiquement le moins stallé,[ 1§. La présence de spermines en 5 du brin
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passager (ou sens) va stabiliser par interactitatsr@statiques cette extrémité du siRNA et
ainsi privilégier la prise en charge du brin sotd@brin guide ou antisens) par le complexe
RISC. Coupler les spermines a I'extrémité 3’ dunlséns, au contraire, aurait pour effet de
stabiliser I'extrémité 5’as/3’ss du siRNA et done défavoriser la prise en charge du brin
antisens. La séquence antisens GL3as comprendclébtides auxquels s’ajoutent deux
nucléotides T non appariés a son extrémité 8:UUCG AAG UAC UCA GCG UAA GTT.

La présence de ces deux nucléotides non apparigsua effet d’améliorer ['efficacité
d’interférence des siRNA25(. La séquence GL3ss synthétisée pour conjugaigen ks
spermines et les parties lipidiques est la suivabte€CUU ACG CUG AGU ACU UCG ATT.
Toujours en accord avec I'étude réalisée sur RbIAs cationiques]03, 30 spermines sont
couplées a l'extrémité 5 de cette séquence. Thpisles sont ensuite conjugués aux
oligonucléotides cationiques : un résidu cholestéwoune ou deux chaines carbonées de 12

et 24 carbones (Figure 95).
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Figure 95 : Oligonucléotide cationique et ses anaaes lipidiques

Le rendement de couplage moyen des nucléotides 88%, celui des spermines et des

lipides est> 95%. La sélectivité de la séquence GL3as dontitedassager est hybridé a des
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spermines ($[GL3ss]) a déja été éetudiér(J3 en testant de facon similaire la séquence
GL2as porté par un brin passagesSL2ss]. La séquence GL2 cible une autre variante d
géene de la luciférase de la lucidiaotinus Pyralis le géene GL2. Ce gene est identiqgue a
95% au gene GL3 et les séquences GL2 et GL3 reveliff que par 3 de leurs 21 nucléotides.
Les résultats ont montré une parfaite sélectivddadséquence GL3, puisqu’aucune activité
d’interférence n'a été détectée pour la séquenc2 Gh toute rigueur, il faudrait a nouveau
tester les séquences passageres GHGI2], C12S3GL2] et (Co)2 S3fGL2] comme
contrbles négatifs. Toutefois, compte tenu desltasuprécédent2pD3 et du fait que les
spermines et les parties lipidiques sont portéetedarin passager et n’entrent pas en jeu dans
le mécanisme de clivage de 'ARN messager, la fbititla d’aspécificité a été considérée
comme trés faible et ses séquences n'ont pasaigdes. Seuls les témoins portant les parties
lipidiques ou la partie cationique ont été syngedi et hybridés a la séquence GL3as:
S3[GL3ss], Chol[GL3ss], ¢[GL3ss] et (G2),[GL3ss]. Le témoin portant le segment
polyamine sert de contréle positif pour l'efficacides analogues siRNAs cationiques
lipophiles. Les témoins portant les résidus lipidig permettent de mesurer I'apport de la
partie lipophile. En guise de second témoin pgsiii sSiRNA GL3 sans spermine a été
transfecté a l'aide d'un vecteur lipidique catiameq commercial de référence,
'INTERFERIN™ & une concentration de 10 nM (voiit43).

lIl. CARACTERISATION DE SIRNAS CATIONIQUES LIPOPHILES

Apres synthese, les oligonucléotides cationiqugmpliiles ont été caractérisés par
spectrométrie de masse MALDI-TOF. Leur pureté auitesété évaluée par gel
d’électrophoréese. Leur capacité éventuelle a s*assembler ou se présenter sous forme de
molécules isolées a été observée par microscopatr@hique en transmission (MET) de

méme que leur interaction avec de I'albumine.

A. Spectrométrie de masse

Les oligonucléotides cationiques lipophiles et $euwemoins correspondants ont été

caractérisés en spectrométrie de masse MALDI-TOR@an-Marc Strub. Le principe de ce
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type de spectrométrie de masse a déja été abortligaaiire 2 (p.100). Les masses observées

sont répertoriées dans le Tableau 7, ainsi queelelements de synthése.

Nom Qté isolee | [MH] Fcalculée [MH] T observée
(5-3) (nmol) (Da) (Da)
S3[GL3ss] 15 18852 18844
4 19608 19649
CholSGL3ss]
5 19608 n.d.
C12S3[GL3ss] 12 19116 19194
4 19380 19382
(C12)2S30[GL3ss]
6 19380 n.d.
C1GL3ss] 96 6871 6879
(C12)2[GL3ss] 117 7135 7148
Chol[GL3ss] 17 7359 7372

Tableau 7 : Caractérisation par spectrométrie de msse et quantités isolées

B. Gel délectrophorése

Les conditions d’analyse sur gel d’électrophoreswleyées pour nos expeériences ont été
préalablement optimisées par Marc Nothisen poumitzration d’ARN cationiques. Comme
pour les oligonucléotides cationiques antisensitdéau chapitre 3, le gel utilisé est un gel de
polyacrylamide Nupage Bis-Tris a gradient 4-12%vithogen). La séparation des acides
nucléiques s’effectue a pH =7. Bien que ce gekomtienne pas de SDS, le tampon de
migration utilisé (MOPS-SDS) en contient. La sépara se fait alors en conditions
dénaturantes : les oligonucléotides sont séparésometion de leurs tailles respectives.
Comme le gel utilisé est fin, aprés migration, ddigonucléotides simples et doubles brins
sont révélés par éclairage UV. Les acides nucl&iqqost connus pour absorber autour de

260 nm. Le gel est alors placé sur plague CCM é@lscente et éclairé par une lampe UV a
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254 nm. Les oligonucléotides absorbant a cettedengd’onde, leur ombre sera projetée sur
la plague. Les bandes noires ainsi obtenues camdspt a leur position respective sur le gel.
Pour distinguer les oligonucléotides simples bdes oligonucléotides doubles brins, le gel

est ensuite marqué a l'aide de bromure d’éthidium.

1. Détermination des conditions d’hybridation des duplex

Dans un premier temps, un gel d’électrophoréseéadisé afin de vérifier qu’'une variation
des conditions d’hybridation par rapport a ce qété@ precédemment décrz(3 n’affecte
pas la formation du duplex cationique correspondainisi I'oligonucléotide g[GL3ss] a été
hybridé a un oligonucléotide ARN de séquence cometéaire dans trois tampons
différents : 1) Tampon Tris 50 mM, [NaCl] = 100 mMH = 7,5 2) Tampon Tris 50 mM,
pH=7,5 3) Eau « RNAse free ». Dans chaque tamlgsnoligonucléotides sont chauffés
pendant 2 min a 93°C puis hybridés lors du refssieiment lent des solutions. Sachant que les
spermines réduisent les répulsions électrostatignes les deux brins d’ARN, la présence de
sels pour stabiliser le duplex n’est plus nécesgaid?, le but de I'expérience consiste a s’en
affranchir. Les résultats obtenus aprées migratiendpnt 90 min a 120 V montrent une
hybridation du composé dans les trois conditios$éts (Figure 96-2, révelation au BET).
Pour limiter la présence de sel, les échantill@merg donc par la suite hybridés dans de I'eau
« RNAse free ».

Dans le détail, sur le premier gel (Figure 96-1), wit que I'oligonucléotide simple brin
S3[GL3ss] est tres retardé par rapport a I'oligonatitee simple brin complémentaire GL3as,
qui migre presque dans le front de migration. G&oiplique par le gain de masse apporté par
les 30 spermines. On constate également que leasEnR[GL3ss] n'est pas parfaitement
pur, car on apercoit une légére bande proche du fl® migration. La formation des duplex
est attestée par le menu décalage entre la bartdiglenucléotide simple brin g[GL3ss] et

les duplex correspondantsf&sL3] dans les différents tampons. Les duplex, tmrmme pour
I'oligonucléotide simple brin §[GL3ss] présente des impuretés avoisinant le frat
migration, coincidant soit a un excés du brin sgrEgmine, soit aux impuretés présentes pour
S3[GL3ss]. De méme qu’au chapitre 3, sur le secorld(fggure 96-2), I'oligonucléotide
simple brin $JGL3ss] est révélé au BET, quoique de facon maitense que les duplex
correspondants. Comme précédemment, cette vistimhisast attribuée a la présence de
spermines, puisque le simple brin nu GL3as n'apppes sur le gel. La révélation intense au
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BET indique clairement que les duplex se sont faerntiéest a noter que lI'impureté révélée
par observation en UV n’apparait plus pour les gtilhans correspondants aux duplex. Le
seul duplex siRNA formé est donc lgySL3.

Figure 96 : Analyse par gel d'électrophorése de Rfbridation des siRNAs cationiques.

1. Révélation par UV. 2 Révélation par BET. a. £GL3ss], b. GL3as, ¢. §[GL3], eau « RNAse free »,
d. S[GL3], tampon Tris, e. S[GL3], tampon tris/NaCl.

2. Caractérisations des oligonucléotides cationiques lipophiles et de

leurs témoins
Afin d’apprécier la pureté des oligonucléotides enlots, les oligonucléotides cationiques

lipophiles simples et doubles brins ainsi que lkgoaucléotides témoins simples brins sont
analysés par migration sur gel d’électrophorésel@et©0 min a 120V (Figure 97).
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Figure 97 : Gel d'électrophorése des oligonucléotid cationiques lipophiles.

1. Révélation par UV, 2. Révélation au bromure d'dtidium: a. C1,S;[GL3ss], b. C,S:(GL3, c.
CholS;[GL3ss], d. CholSiGL3, e. So[GL3ss], f. $GL3, g. (C12):S:q[GL3ss], h. (C12),S:0GL3, i. [GL3as], j.
C1J]GL3ss], k. Chol[GL3ss], I.(Ci»),[GL3 ss].

Sur le premier gel révélé en UV (Figure 97-1), digonucléotides témoins : [GL3as] (i),
C1JGL3ss] () et (G2)2[GL3 ss] (l), sans spermines, apparaissent prochedront de
migration, a I'exception de I'oligonucléotide ChBI[3ss] (k), qui est un peu plus retenu en
raison de la présence du groupement cholestérsloligonucléotides cationiques lipophiles
migrent beaucoup moins loin sur le gel en raisorlede masse plus élevée, avec un léger
décalage entre oligonucléotides simples et doubtas. Une fois encore, la présence de
spermines permet leur visualisation sous forme kinpin par révélation au bromure

d’éthidium. Dans une moindre mesure, les partipgphiles des oligonucléotides témoins
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(C12)2|GL3ss] et Chol[GL3ss] permettent également lesualisation en présence de BET,
sans doute par interactions hydrophobes entre ifgde$ et I'agent intercalant. Les
oligonucléotides cationiques lipophiles simplembrprésentent tous une impureté dans le
front de migration. Alors que ces impuretés n'apjssent pas en tant que duplex sur le gel
révélé au BET, le composé ChgJ&L3ss] présente une bande additionnelle entreddust
attendu et I'impureté proche du front de migrationj elle, forme un ARN double brin
(colonne d. Figure 97-2). Cette impureté sembleespondre au composé Chol[GL3ss] si on
se base sur la distance de migration. Toutefoiprddabilité de formation d’un tel produit
parait faible, au regard des étapes de synthéseseEqui concerne l'impureté que I'on
retrouve de facon récurrente attenante au fronnggation, deux hypothéses peuvent étre
envisagées pour expliguer sa nature, mais ne santopalement satisfaisantes. Il peut s’agir
d’ARN dégradé. Les nucléotides libres absorbanutaap plus aux alentours de 260 nm que
sous forme polymérisée ou de double hélice (hymuluité des acides nucléiques), leur
proportion serait alors surestimée par observaii®r’intensité des bandes. Bien que cette
hypothése soit en accord avec I'absence de formafien duplex correspondant, il est fort
probable que des nucléotides seuls migrent carriédears le front de migration. On peut
aussi supposer qu’il y a un site de clivage préfésk entre le dernier nucléotide et la
premiére spermine. Un clivage partiel pourrait awni lieu dans les conditions de migration
sur gel, générant ainsi une impureté oligonucléosiahs spermines. Toutefois, cette impureté

devrait également apparaitre en tant que duplex.

C. Caractérisation par microscopie électronique en transmission

La microscopie électronique en transmission (MESt)ume technique de microscopie ou un
faisceau d’électrons est focalisé sur un échantilfés mince (épaisseur submicrométrique).
Le microscope électronique peut fonctionner en duorles principaux : le mode diffraction
et le mode image. Le mode diffraction utilise lenpmrtement ondulatoire des électrons : au
contact de matiere organisée, les électrons voatdffractés dans des directions qui vont
étre dépendantes de la disposition des atomeslePaiais de lentilles magnétiques, ces
faisceaux sont recombinés pour former une imagemBde image, le faisceau d’électrons
interagit avec I'échantillon en fonction de soniépaur, sa densité ou sa nature chimique, ce
qui aboutit a la formation d’une image contrastd#enue dans le plan image. L'image est en

fait obtenue « par transparence » de la zone obs€Rigure 98, source : Wikipédia).
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Figure 98 : Schéma de fonctionnement d'un microsc@pélectronique en transmission.

1. Caractérisation des siRNAs cationiques lipophiles

Les images de microscopie électronique en trangmigMET) ont été réalisées soit par

Emmanuelle Morin, soit par Jean-Serge Remy.

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifidesisiRNAS cationiques, avec ou sans
groupements lipidiques, sont sous forme de molécusmlées ou sont capables de
s’auto-arranger pour élaborer des structures. Ugprucléotides présentant des parties
lipidiques sont en effet connus pour s’auto-orgamisn micellesd51] ou vésicules352,
253. Pour cela, nous avons préparés les échantilenSIET a I'une des concentrations les
plus utilisées lors du dépot sur les cellules : APN dans un milieu sans sérum (Opti-MEM),
pour ne pas géner la visualisation des siRNAs,acasionner de dégradation des acides

nucléiques.
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Figure 99 : Images de MET des siRNAs.

Les images obtenues pour le siRNA cationiquegGB3 (Figure 99-a) montrent

principalement des structures rondes de 4 a 6 ndiqg(iées par des fleches noires), qui
devraient équivaloir a des molécules (quasi-)irtlieiles. En effet, ces mesures
correspondent a I'ordre de grandeur observé posirstRNAS sans spermines. Les siRNAs
classiques présentent un diametre de 2,6 nm popasid’hélice d’une hauteur de 2,8 nm (11
nucléotides) sous leur conformation A (conformatiprivilégiée) p54. De facon peu

surprenante, certaines particules rondes d'unetaimg de nanomeétres sont également

visibles (Figure 99-a, zoom dans I'encart en bagaidche de la photo) ainsi que quelques
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rares particules de 60 nm (non représentées). kjetsanontrent la capacité de nos siRNAs
cationiqgues a s’auto-assembler a cette concentratie siRNA amphiphile ChokgGL3
(Figure 99-b) présente essentiellement un tapisndlles tubulaires. La forme de ces
micelles suggére un systeme hautement dynamiquenifeu de ce parterre de micelles se
trouvent également de grosses particules sphéridees30 nm (encart de la Figure 99-b).
Parmi les quatre siRNAs cationiques, le compog&:gsL3 (Figure 99-c) montre le plus de
particules rondes, avec deux distributions deetaill5 nm et 50 nm. Les structures de 15 nm
sont indiquées par des fleches et un zoom a &téted sur une particule de 50 nm (encart).
Enfin, le siRNA (G2)>S30GL3 (Figure 99-d) se caractérise essentiellementdpa micelles
rondes et la présence de quelques structures denQZoom dans I'encart). En revanche,
aucune structure n’est distinguée pour le témdRiNsi nu GL3 (donnée non montrée). Les
résultats obtenus montrent que les siRNAs cati@sqlipidiques sont tous capables de
s’auto-arranger pour former différents types dacttires nanométriques a une concentration
de 100 nM. Le siRNA cationique présente quant a umi mélange de molécules
auto-assemblées et libres. D’autres analyses ptéaiant menées sur un nanosizer pour
évaluer la taille de nos composés dans les mémeditioms, en présence de milieu
Opti-MEM sans sérum (mesure en nombre) n'ont pasiged obtenir de données fiables,

comme lindique le logiciel de mesure DTS (Nano).

2. Caractérisation de I'interaction siRNAs amphiphiles-Albumine

Afin de vérifier I'interaction entre les siRNAs aatiques lipidiques et de I'albumine de veau
foetal, de premiers essais ont été effectués a aneentration en siRNA de 100 nM, en
présence de 250 équivalents molaires de protédenglmL?Y), en accord avec ce qui a été
réalisé en biologie cellulaire. Pour cet excesuaaades structures observées au paragraphe
précédent n’apparait pour les composgsGE3, CS30GL3 et (G2)2S30GL3, suggeérant
indirectement que linteraction entre I'albuminele$ composés s’est bien effectuée a ces
concentrations-la. Les images correspondantes emingeulement la présence d’ombres
indistinctes, caractéristiques de la présence d¢€ipes, dont un exemple est donné en
Figure 100-a. Seul le composé Che8.3 arbore, en plus de l'albumine, deux objets de
130 nm déja observés auparavant (Figure 100-b)zddm effectué sur ces deux particules
(Figure 100-c) montre des contours bien définigagtfirment qu’il s'agit du méme type de

structures nanométriques que celles observéesdemdodent. Toutefois, la présence de ces
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particules est fortuite et la disparition des duiues micellaires sous-entend que la majorité

du matériel engagé interagit avec I'albumine.

Figure 100 : Images de MET en présence d’albumindQ mg.mL™).

a. CpS0GL3 /250 éq. Alb. ; b. CholgGL3 / 250 éq. Alb. ; c. CholgGL3 / 250 éq. Alb. (zoom)

La concentration en albumine a ensuite été abaiiséefacteur 100 (2, 5 éq., 0,1 mg.mML
Dans ces conditions, les images obtenues pounlepasés CholigGL3 et (G2)>:S:0GL3 ne
montrent que la présence de protéines, toutefasidoeip plus éparses que pour I'exemple
donné en Figure 100-a (données non montrées). Beugtures de 50 nm apparaissent a
nouveau pour le composéS3,GL3 (Figure 101-a) mais la tres faible occurreneecds
particules et 'omniprésence d’ombres correspondatd I'albumine (données non montrées)
suggerent que la majorité des siRNAS:SgGL3 sont toujours en interaction avec
lalbumine. En revanche, en ce qui concerne le am@pS.GL3, linteraction avec
'albumine semble completement abolie. Les paréisude 20 nm visibles sur la Figure 96-a
sont de nouveau observables (Figure 101-b,c). Gestatations soulignent que les parties
lipidiques jouent un réle essentiel dans lintei@ttavec l'albumine. La présence de
spermines permet également une interaction éléatigse avec la protéine pour un exces de
250 eq. molaires, mais celle-ci est moins forte poer les siRNAs cationiques lipidiques,

comme en atteste la réapparition de structuresymoexces réduit a 2,5 eq.
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Figure 101 : Images de MET en présence d'albumin®(l mg.mL™).

a. C1,SGL3 /2,5 éq. Alb. ; b. $GL3 /2,5 éq. Alb. ; c. $GL3 /2,5 éq. Alb. (zoom)

D’autres essais ont été realisés sans succes pmaatériser I'interaction entre I'albumine et
nos siRNAs cationiques lipophiles : a I'aide d'uel d’électrophorese ou par filtration sur gel
de protéines.

Dans le premier cas, la migration sur gel est &ffsx de la méme facon qu’indiqué p.133.
Pour faciliter la visualisation, I'exces d’albumirgar rapport aux siRNAs cationiques
lipophiles a été abaissé a 10 équivalents mola@ioesre 250 auparavant et un marqueur de
poids moléculaire est déposé dans I'un des puipe@dant cette quantité d’albumine est
encore trop élevée et I'on observe une large ddfusles bandes protéiques (révélation par
technique UV et au bleu de coomassie). D’autre, extontrainte de volume a déposer dans
les puits du gel (20 pL) force la concentrationsd®NAs (200 pmol, 10 uM) et en albumine
(2 nmol, 100 uM), ce qui aboutit a la formation m’précipité lors de la préparation des
échantillons. Le gel d’électrophorése ne paraitsgbas adapté a I'observation de l'interaction
entre albumine et siRNAs cationiques lipophiles sdés conditions utilisées en biologie
cellulaire.

Une deuxiéme tentative pour caractériser I'inteomcéntre albumine et siRNAs lipophiles est
basée sur une filtration sur gel par exclusionaiket Cette méthode consiste a séparer les
molécules selon leur taille : le support utilis@&upta filtration présente des pores de diameétre
suffisamment petit pour que les grosses molécuepuissent le traverser, et soient éluées
directement en contournant les billes de suppa@s. jhetites molécules en revanche passent a
l'intérieur des pores du support. Leur trajet daspong, elles sont donc davantage retenues
(Figure 102).
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Figure 102 : Principe de la chromatographie d'exclsion de taille

Cette méthode a déja été utilisée avec succes mfrwi et al. 60 pour quantifier
l'interaction entre des siRNAs lipophiles et delbdiamine ou des lipoprotéines. Toutefois,
dans leurs conditions expérimentales, ce sontiRNAs qui sont mis en excés (4 M) par
rapport a I'albumine et il n'est pas fait mentioesdjuantités de siRNAs requises pour cette
expérience. Or dans notre cas, nous disposons diile quantité de siRNAs cationiques
lipophiles. Les conditions de filtrations sur gelivkent étre adaptées a une échelle beaucoup
plus petite que les colonnes de filtration hablaselDe nombreux essais de mise au point ont
ete réalisés a l'aide d’albumine marquée a la owa(Cy5) et d’'une protéine de poids
moléculaire trés proche des siRNAs, le chrymotrypgéne A (25 kDa) dans un rapport 1 :1.
L’élution s’effectue a I'aide d’'un tampon de forimmique 0,15 M, sur un support Sephacryl
S200 (séparation de masses comprises entre 5 kRa0dtDa) contenu dans une colonne
Pierce centrifuge (2 mL) pour des débits compriseed,07 mL.min* et 0,1 mL. min. Les
résultats montrent que la colonne utilisée n'ed pasez résolutive, puisqu’il n'y a pas
séparation des deux pics, et qu’il y a une tré fdilution des échantillons. Cette méthode de

caractérisation a donc été abandonnée.

V. EVALUATION DES SIRNAS CATIONIQUES LIPOPHILES EN

BIOLOGIE CELLULAIRE

Le modele employén vitro pour caractériser l'efficacité des siRNAs catiagg a été
préecédemment décri(3. Les cellules A549Luc utilisées sont des cellules

d’adénocarcinome pulmonaire humain (A549) transéasafin d’exprimer de fagon stable le
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gene modifié de la luciférase de la luciBleotinus Pyralis le géne GL3. La luciférase étant
'enzyme impliquée dans la luminescence de la lacitorsque I'on met en contact les
protéines extraites de ces cellules recombinantes & substrat de la luciférase : la
luciférine, on observe une apparition de lumineseea hauteur de 1-2fORLU/mg de

protéine.

Cellule A549Luc

—> Expression du géne de la luciférase

Luciférase

Incubation pendant 48 h

Mesure de luminescence

~= SiRNA cationique lipophile

Figure 103 : Principe d'évaluation de I'activité de siRNAs cationiques lipophiles

L’efficacité des siRNAs a éteindre I'expressiongéumne ciblé a donc été quantifiée par mesure
de luminescence 48 h apres incubation avec les AsRMNeur toxicité a été évaluée par
dosage des protéines cellulaires a t+48 h. Ce taltfipsubation correspond a I'efficacité
optimale des siRNAs. A 24 h, I'extinction de I'eession du géne n’est pas idéale, soit parce
gu’elle est affectée par des protéines résidugigérieures a la transfection soit parce que
I'effet biologique n’est pas encore suffisant. A ¥ 2’effet biologique des siRNAs décroit.
Les premiéres expériences réalisées en l'absenceéden ont pour but d'établir la
concentration efficace des nouveaux analoguesnigties lipophiles seuls, puis en présence
de leur cargo moléculaire, I'albumine. Par la sustauhaitant se rapprocher des conditions
vivo, des expériences similaires ont été menées ererm@sde sérum. En Il'absence
d’indication contraire, tous les siRNAs ont été a¥s sur les cellules sans agent de
transfection. En raison de la faible quantité deémel disponible, chague condition est

effectuée en duplicat.
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A. Test de lefficacité des sIRNAs cationiques lipophiles en

'absence de sérum

1. Efficacité des siRNAs cationiques lipophiles en fonction de la

concentration

Les premieres expériences sont réalisées comme kstsiRNAs sont déposés sur les
cellules dans un milieu sans sérum. L’ajout de reémiintervient qu'au bout de 4 h
d’'incubation R03. Des essais initiaux menés a des concentratien50 nM, 200 nM et
100 nM en siRNAs montrent une tres forte toxicii& deux premieres valeurs (données non

montrées). Les concentrations ont donc été abaiss£@0 nM, 50 nM et 10 nM (Figure 104).
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Figure 104 : Efficacité des siRNAs amphiphiles erdbsence de sérum

L’expression de la luminescence est exprimée encpatage, la luminescence provenant des
cellules contrdles étant considérées comme égh®%. Les résultats obtenus montrent que
les siRNAs cationiques lipophiles sont capablestée dans les cellules sans agent de
transfection et ont tous une activité d’interfémomparable au siRNA cationique contrdle
(Ss0GL3) aux mémes concentrations ainsi qu’au siRNAL@uM transfecté par le vecteur de

référence, 'INTERFERIn™. De facon plus détaillBexpression du gene de la luciférase est
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éteinte deca 90% pour des concentrations aussi faibles quenblOvoire 50 nM (a
'exception de GS30GL3), démontrant ainsi que la conjugaison a desigsafipidiques
n'affectent pas l'efficacité des siRNAs résultafeur une concentration de 10 nM, I'activité
de tous les siRNAs conjugués est abolie. En ceguterne la toxicité des composeés testes,
les siRNAs cationiques lipophiles arborent des toydicités négligeables ou acceptables a
50 nM. Parmi ces trois composés, le siRNA conjuguécholestérol présente une nette
amélioration de la survie cellulaire par rapposba homologue cationique.

Les siRNAs contréles conjugués aux parties lipidgju CholGL3, GGL3 et (G).GL3
n’'indiquent aucune activité d’interférence méme rpdes concentrations de l'ordre de
500 nM, mais sont capables d’éteindre I'expressiongéne lorsqu’ils sont transfectés par
'INTERFERIn™ (Figure 105). Ceci indique que legtpes lipidiques seules ne permettent

pas l'internalisation et la libération dans le @fesme des siRNAs aux concentrations testees.
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Figure 105 : Efficacité des siRNAs témoins seuls gansfectés par de 'INTERFERIin™

2. Efficacité des siRNAs cationiques lipophiles en présence d’albumine

Afin de tester I'albumine en tant que cargo molaaal les siRNAs cationiques lipophiles ont
été pré-incubés pendant 30 min avec une soluti@bufine a 10 mg.mt (250 a
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500 équivalents molaires) avant d'étre déposeéslesircellules. Comme précédemment,
I'ajout de sérum n’intervient qu’au bout de 4 hndlibation. On observe ensuite si la présence

d’albumine a une incidence sur l'efficacité desNs#® cationiques lipophiles.
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Figure 106 : Comparaison des activités des siRNAsec et sans albumine

La comparaison entre les résultats obtenus avearet alboumine montre que la présence
d’albumine n'a pas dimpact sur l'efficacité defBiAs cationiques lipophiles et semble
méme avoir un effet positif sur la survie cella(Figure 106). Seule la vectorisation par
l'agent de transfection INTERFERIN™ semble perterbgar la présence d’albumine.
Toutefois, afin d’étre le plus homogene possiblecales autres échantillons, la quantité
nécessaire de siRNAs GL3{fge = 10 nM) a d’abord été complexée par 'INTERFERiei
milieu beaucoup plus concentré que lors de lag@ddin de cet échantillon sans albumine,
avant d’étre diluée et pré-incubée avec I'albumiBe.changement de protocole peut aussi
étre a I'origine de la moins bonne efficacité oléer La pré-incubation des siRNAs contréles
CholGL3, G,GL3, (G).GL3 avec de l'albumine en revanche n'a pas pernéteitdre

I'expression du gene de la luciférase a une coratiot de 100 nM (Figure 107).
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Figure 107 : Efficacité des siRNAs témoins en présee d'albumine

B. Test de [lefficacité des siRNAs cationiques lipophiles en

présence de sérum

L’efficacité des oligonucléotides seuls et pré-ingsi avec de l'albumine a été testée en
présence de sérum (Figure 108). De facon surprenéed siRNAs cationiques lipophiles
seuls, ainsi que leur contrble siRNAs cationiquest stoujours capables d’éteindre
'expression du géne de la luciférase d’environ 9Q@8ar des concentrations a peu prés deux
fois supérieures seulement a celles utilisées sarae de sérum : 100 nM poun £S;0GL3

et $GL3 et 200 nM pour ChokgGL3 et G,S30GL3. Ces résultats sont extrémement
intéressants dans la mesure ou les siRNAs ontyatB&tisés avec un squelette ARN naturel
pour préserver leur activité biologique. Ils soahd particulierement sensibles aux nucléases
présentes dans le sérum et devraient normalementégradés en quelques minute3d.

Ce gain de stabilité peut provenir des propriétésutd-assemblages en structures
nanometriques des siRNAs cationiques et cationitjpeghiles précédemment rapportées, ou
bien au repliement de la chaine spermine dans lllen sdu siRNA double brin. Les
cytotoxicités en présence de sérum sont drastiquemeuites, ce phénomene semble

globalement accentué par la présence d’albumingl. [IBecomposé (§).S30GL3 conserve
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une toxicité relativement élevée (75% sans albumopgoique peut-étre abaissée par rapport
aux expériences sans sérum. Comme précédemmdimimiae n’a aucun effet flagrant sur

I'efficacité des siRNAs cationiques lipophiles. Eavanche elle semble toujours déstabiliser
la complexation entre le vecteur INTERFERIN™ et&ilRNA, avec les mémes réserves sur

cette remarque que celles déja évoquées p.146.
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Figure 108 : Efficacité des siRNAS pré-incubés ouam sur l'albumine, en présence de sérum

V. CONCLUSION

En conclusion, nous avons réussi a synthétiseradesogues lipidigues de nos siRNAs
cationiques. Ces siRNAs ont été caractérisés ptrgmétrie de masse MALDI-TOF et par
gel d’électrophorese. Pour la premiére fois, |68N#ls cationiques et leurs homologues
lipidiques ont été observés en microscopie élemmnen transmission. Les images obtenues
montrent la capacité de ces siRNAs a se préseatey ®rme de molécules isolées ou a
s’auto-arranger en structures nanométriques dissrngelon la nature de la partie conjuguée.
L’étude in vitro de l'activité de ces nouveaux SiRNAs sur des tdlunodéles A549Luc

révele une efficacité d'interférence similaire dlecelu siRNA cationique témoin ¢§L3)
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précédemment développé dans le laborat@®8[ Pour la premiére fois également, nous
avons démontré la résistance et I'efficacité de siIBNAs conjugués en présence de sérum,
pour des concentrations en acides nucléiques ceespientre 100 nM et 200 nM. Cette
observation est particulierement prometteuse p@ynolursuite des travaux dans un contexte
in vivo. Cette stabilité en présence des nucléases dunspourrait étre imputable aux
propriétés d’auto-agencement des siRNAs conjughbssreees en MET, ou au repliement de
la partie polyspermine dans le sillon de I'oligoléatide double brin. Les parties lipidiques
ajoutées comme « ancres moléculaires » n’affeqtest I'activité des siRNAs cationiques
correspondants et comme prévu, s'averent partremient importantes pour améliorer
l'interaction entre le cargo moléculaire envisag@tbumine et le siRNA cationique. En
outre, la pré-incubation des différents siRNAs ar@tjues lipophiles avec de I'albumine ne
détériore pas leur activité. Dans la mesure oucoaslitions expérimentales se rapprochent le
plus possible des conditioms vivo, avec notamment la présence de sérum, une étude su
modéle murin par injection par intraveineuse de miRNAs cationiques lipophiles
pré-chargés sur de I'albumine devrait prouver ldipence de notre approche. On suppose en
effet que la résistance de nos siRNAs a la dégmadpar les nucléases et leur diffusion dans
'organisme en seront grandement ameéliorées. Deaulipoprotéines pourraient également

étre testées en tant que « transporteurs » de sR&#oniques lipophiles.
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Nous avons vu dans un premier chapitre, qu’avevoli#gion des connaissances des
mécanismes qui gouvernent I'expression génétiquesti possible de réduire la taille des
acides nucléiques thérapeutiques du géene a I'aligéotide. En conséquence, la taille des
vecteurs synthétiques utilisés pour les achemiees leur site d’action peut également étre
réduite de la particule, vers des molécules isplaesc la conjugaison covalente sur les
oligonucléotides de résidus responsables de ldgarnaisation cellulaire. Cette approche,
actuellement a I'étude au laboratoire de chimieéj§goe, a abouti en une premiere génération
d’oligonucléotides couplés a des polyamines, sy automatiquement par la chimie des
phosphoramidites. Ces conjugués ont montré desltatssyprometteurs tant pour des

applications diagnostiques, que dans une optiGgrapleutique.

Dans un deuxieme chapitre, nous avons développéaouneelle chimie de conjugaison des
acides nucléiques a des polyspermines, en remplechen phosphate inter-spermine par un
groupement guanidine. A cet effet, un nouveau ympermine a donc été synthétisé en huit
étapes pour un rendement global de 24%. Ces spesnoimt d’abord été oligomérisées sur
support solide avant d’étre couplées a l'extréndtéd’un oligonucléotide. En pratique,
jusqu’a 3 spermines ont pu étre couplées a l'aida dupport dT-CPG amino-modifié. Les
oligonucléotides conjugués résultants {f8S;, [N]10GS, [N]10GS; ont été caractériseés par
spectrométrie de masse et leurs propriétés phgsicoiques étudiées. La mesure de leur
température de fusion montre une affinité accrueedecomposés pour leur séquence cible et
donc une stabilisation des duplex correspondants das conditions salines physiologiques.
En perspective, il serait intéressant de vérifeerspécificité de nos oligonucléotides en
mesurant leurs affinités pour un oligonucléotidéspntant un ou plusieurs mésappariements.

Il serait envisageable de tester également lewacipde pénétration cellulaire.

En ce qui concerne I'amélioration de la qualitéetrendement de tels conjugués, plusieurs
axes de recherche peuvent étre envisagées : sebsétlien succinyl, partiellement clivable
en présence d'une solution de DBU, par un lienasaflesuccinyl ; remplacer la jonction
phosphoramidate entre les spermines et I'oligomticlé, sensibles aux conditions acides, par
un lien phosphate ; modifier le synthon de fac@ametliorer sa diffusion sur support solide et
sa réactivité, en remplacant, par exemple, les pgnments Npeoc par des groupements

protecteurs moins encombrants.
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Certaines de ces approches ont été testées: @nsupport synthétisé avec un lien
sarcosyl-succinyl s’avere parfaitement résistantckunge par une solution de DBU 1 M
pendant 19 h 30. De méme, grace a la synthése dwhécule de liaisod2, une fonction

alcool a pu étre introduite avec un excellent remel&, pour la formation d’'un groupement

phosphate entre oligonucléotide et spermines.

Le deuxieme axe de ma thése a consisté a synthétme tester les
oligonucléotides-polyspermines de premiere gér@ratans une optique thérapeutique. Dans
le chapitre 3, des oligonucléotides antisens oétréalisés avec des modifications 2’-OMe
phosphorothioates de facon a augmenter leur stalfdice & une dégradation par des
nucléases, puis couplés a un nombre variable demsps (n =15, 20, 25 ou 30). Ces
oligonucléotides ciblent le site d'épissage ab¢man’intron 2 de Ig3-globine humaine. Un
test de pénétration cellulaire effectué avec ugoolicléotide £[ON-705] montre que cet
oligonucléotide cationique est capable de transfean moins de 4 h. Les résultats obtenus
in vitro sur un modele de gene rapporteur montrent quatie efficacité/cytotoxicité est
optimal pour un nombre de 20 spermines pour degecdrations submicromolaires. La
restauration de I'expression du géne rapporte@inhtau maximum a 23 fois I'expression
basale. Une étude cinétique indique d'autre pad qe& rétablissement de I'expression

géneétique est encore effectif aprés 5 jours d’iatiol

Dans notre derniere étude, trois lipides différens cholestérol et une ou deux chaines
carbonées de 12 carbones ont été conjugués aRdAsicationiques. Ces parties lipidiques
doivent permettre une pré-association des siRNAE awe protéine sérique, I'albumine, de
facon & former des cargos moléculaires furtifs.&lnsence d’albumine, ces composés sont
capables de s’auto-assembler en particules nangoesrou sous forme de micelles. En
revanche, ces structures disparaissent lorsqumimeposés sont mis en présence d’albumine a
la concentration testée en biologie cellulaires: d8RNAs cationiques lipophiles interagissent
probablement avec I'albumine. En réduisant la cotteéon en albumine d'un facteur 100,
les particules nanométriques observées pour leAitgioin SoGL3 seul réapparaissent : il
n'y a plus ou peu d’interaction avec I'albumine ette concentration, alors que les autres
composés semblent toujours associés a I'albumieei @dique que la partie polyaminée
permet également une interaction avec l'albumirergée négativement, mais que les

résidus lipidiques sont essentiels pour maintemér interaction forte.
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Une étude préliminairm vitro de ces trois nouveaux siRNAs cationiques lipoghélenontré
que leur activité d’extinction de I'expression gégeée est similaire a celle du siRNA témoin
S30GL3 (50 nM a 100 nM) et que cette activité n'est daminuée par pré-association avec de
'albumine. En outre, des tests effectués pourdsmpere foisen présence de sérupse sont
avéres trés prometteurs pour une applicaitiownivo, puisque les siRNAs cationiques et ses
homologues lipophiles présentent tous une tresédagtabilité aux nucléases et sont efficaces
pour des concentrations seulement deux fois pegébk qu’en I'absence de sérum. Dans ces
conditions, les siRNAs testés présentent, de pluse cytotoxicité acceptable voire
négligeable a I'exception du composéeS;0GL3. La présence d’alboumine semble avoir
globalement pour effet de réduire ces toxicités tésultats préliminaires obtenums vitro
sont trés favorables a une utilisatiom vivo. Rien ne s'oppose donc a tester leurs
performances sur un modele murin, en injectionésygjue, en les pré-associant avec de

I'albumine.
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l. INDICATIONS GENERALES

A. Solvants et produits chimiques

Tous les réactifs de synthése organique ont étmifosoit par la société Sigma-Aldrich
(Lyon, France), soit par la société TCl Europe (Adiecht, Belgique), soit par la société
Merck (Merck, Fontenay-sous-bois, France) et exébopour les synthéses sans purification
préalable. Les solvants utilisés proviennent toasl'entreprise Carlo Erba-SDS (Val de
Reuil, France) ou VWR-Prolabo (Merck). La distilkat des solvants (dichlorométhane,
acétonitrile) a été effectuée en présence d’hyddarecalcium. Les solvants distillés ainsi
obtenus ont été séchés une nuit sur tamis moléeyBiA, Sigma-Aldrich). La distillation de

la triéthylamine a été effectuée sur KOH. La tryddimine ainsi obtenue a été séchée une nuit
sur KOH.

B. Point de fusion

Les points de fusion sont mesurés sur un appagaihesure de point de fusion Stuart SMP2
scientific et ne sont pas corrigés. Chaque poiritisien est donné avec une incertitude de +/—
1°C.

C. Résonance magnétique nucléaire (RMN *H, **C)

Les spectres de résonance magnétique nucléaigténtalisés sur des spectrométres Bruker
DPX 200 MHz ou 300 MHz (sonde duid, **C) ou sur un spectrométre Bruker Avance IlI
400MHz avec une sonde BBFO+ (Bruker Daltonics, hssourg, France). Les
déplacements chimiquéssont exprimés en ppm par rapport au tétramétapsi(TMS) et
sont calculés par rapport a une référence intesigadl résiduel du solvant deutéré utilisé).
Les multiplicité et forme des signaux sont décrjtas les abréviations suivantes : br : broad
(pic large), s:singulet, d: doublet, t: tripleg : quadruplet, quintuplet et m : multiplet.

Chaque signal RMN est donné dans l'ordre suival@placement chimique, forme du pic
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(lorsque nécessaire), multiplicité, degré de stiigin du carbone (DEPT, J-mod),
intégration, attribution. Lorsque cela s’est avigeessaire I'attribution des carbones a été
réalisée grace a l'interprétation de spectres HIE)Craison de la présence de groupements
carbamates et trifluoroacétyles sur la plupart dedécules synthétisées, les signaux de
certains carbones sont divisés en plusieurs piotation : pic démultiplié). Ceci est da a la

présence de différents isomeéres.

D. Spectrométrie de masse

Les spectres de masses des molécules organiqueitéonéalisés par Pascale Buisine et
Patrick Wehrung en mode d’ionisation positive, seiir un spectrométre LC-MS :
Agilent-1200 (LC) MM-ESI-APCI-MSD (MS) (Agilent, Mssy, France), soit sur un
spectrometre HRMS Bruker Daltonics (lon Trap, HCItra) ESI), soit sur un spectrometre
MS Agilent (QTof 6520, ESI). Les oligonucléotidest @té caractérisés par spectrométrie de
masse par Jean Marc Strub et Patrick Wehrung. pextres MALDI-TOF ont été obtenus en
mode d’ionisation positif en utilisant un appamiuker Daltonics UltraFlex a I'aide d’'une
matrice d’'acide hydroxypicolinique combinée avecaitrate de diammonium. Les spectres
de masse HRMS-ESI ont été realisés en mode d’ibmisaégatif sur un appareil Bruker
Daltonics HCT ultra.

E. Spectroscopie IR

Les spectres IR ont été effectués sur un appaiedl®d 380 FT-IR a I'aide d’un module
Smart Orbit ATR Sampling AccessaryThermoFischer, llikirch, France).

F. Analyse élémentaire

Les analyses élémentaires (C, H, N) ont été acaemphr le Service Central d’Analyse du
CNRS USR-59 (Solaize) sur des microanalyseursectieh avec catharometre. La précision

des mesures est de +/— 0,30%.
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G. Spectroscopie UV-visible et mesure des températures de fusion

Les spectres d’'absorption UV-visible et la meswee @mpératures de fusion ont été exécutés
sur un spectrophotometre Cary 100 (Varian, Les, Biance) a l'aide du logiciel Cary Win
UV (modules : Scan, simple reads, thermal). Posimiesures denl cet appareil est équipé
d'un passeur de cuves Cary Thermostatable Multidellder accessory (Varian) et d’un
systeme de régulation de la température par efédtieP Cary Temperature controller

(Varian).

H. Méthodes chromatographiques

Les analyses par CCM sont réalisées sur plaquiéice &0 Fs4 (Merck). Outre I'observation
par lumiére UV a 254 nm, les révélateurs suivants été employés pour faciliter
l'interprétation des CCM : une solution de PMA 5%nd I'éthanol et de la ninhydrine a 5%
dans I'éthanol. Les séparations par colonnes chiamrephiques ont été effectuées sur gel de
silice 40-63um (Merck). Les analyses par chromatographie en eHagiide a haute
performance ont été mises en ceuvre soit sur urieechPLC HP 1100 series (Agilent) soit
sur une chaine HPLC Gilson comprenant un injeatééechantillon (232 XL), une pompe a
seringue 402, une interface GSIOC 506C, une por2fie i détecteur UV-visible 155, un
collecteur de fraction FC 203B. L’ensemble des sgifsaest contrélé a l'aide d’un logiciel
Trilution LC. La colonne utilisée pour analyses esé colonne échangeuse d’'ions DNAPac
PA100 4 x 250 mm (Dionex, Voisins le Bretonneuxartere). Les purifications par HPLC
sont effectuées sur la chaine HPLC Gilson, en ayaoburs a une colonne semi-prep
DNAPac PA100 (9 x 250 mm, Dionex). Toutes les sohg salines employées sont préparés
dans de l'eau mQ et filtréees sur membrane de oskul(47 mm, 0,45 mm, Interchim,

Montlugon, France).

|.  Microscopie Electronique a Transmission d’électrons (MET)

Les expériences de MET ont été réalisées par EmeflarMorin et Jean-Serge Remy sur un
appareil Philips CM 120 (Philips, Suresnes, France)
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J. Synthese d’oligonucléotides

Les réactifs pour la synthése d’oligonucléotidesNABt ARN ainsi que les cartouches de
purification Glen Pak RNA, Glen Pak DNA et PolyRhkroviennent tous de la société Glen
Research/Eurogentec (Angers, France) a I'excemtiohacétonitrile de lavage externe qui a
eté fourni par I'entreprise Carlo Erba-SDS. Legatucléotides ont été produits sur un
synthétiseur d’oligonucléotide Expedite 8900 Nuxléicid Synthesis System a l'aide du
logiciel Expedite Workstation (GMI Inc., Etats-unide DMT-spermine phosphoramidite a

été synthétisé selon une procédure publiée etgiréeidans le pentan2d4.

. SYNTHESE ORGANIQUE EN SOLUTION

A. Synthése de la N*, N?, N° N“-tétra-TFA-spermine (1)

T CigH22F12N4O4
33 28
o 34 ° ¥ 586,37 g.mol"
e " 27 F31
6 4 12 14 18 20 ile i
osF 7 A NG A NH_21_ 55 Huile incolore /
8 N N 16 F32

23 H 5 313 15 17 19 Poudre blanche
F Z F38 0 . .
26 oZ 22 (produit salin)

MODE OPERATOIRE

De la spermine (10,0 g, 50 mmol) et du DMAP (37,300 mmol, 6 éq.) dissous dans du
DCM (200 mL) sont mis sous agitation sous argonreétoidis a 0°C. De l'anhydride
trifluoroacétique (52,3 g 250 mmol, 5 éq./1,2 ear @mpport a 'amine) en solution dans du
DCM (150 mL) sont ajoutés lentement au milieu riéactel pendant 1 h 30. A la fin de
I'addition, le bain de glace est 6té et le miliéactionnel est laissé 5 h 30 sous agitation. Au
cours de la réaction, un précipité blanc se forbe.l'eau distillée (350 mL) est ensuite
ajoutée au milieu réactionnel. Le sel blanc seadissLes phases sont séparées et la phase

agueuse est extraite avec du DCM (2 x 200 mL). hasp organique est séchée pendant
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15 min sur MgS@ anhydre. Apreés filtration et évaporation du sotyda produit brut (huile
incolore, m = 39,4 g) contenant de la DMAP résiltuekt utilisé tel quel pour la synthése
de2. Le produit pur peut étre obtenu par recristdilisaen chauffant dans de I'éthanol. Puis
de l'acide chlorhydrique 37% est ajouté et le mgdaast refroidi a 0°C. Le produit est filtré
et lavé avec de I'eau. La poudre blanche obteraehée une nuit sous vide est utilisée pour

analyses.

ANALYSES

Point de fusion :114°C.

RMN *H (DMSO, 400 MHz) : & 9,51-9,41 (dtJ); = 28,4 Hz,J, = 5,6 Hz,2H, H-7, H-20),
3,40-3,36 (br m, 8HH-4, H-6, H-17, H-19), 3,25-3,18 (m, 4HH-12, H-15), 1,86-1,72 (m,
4H, H-5, H-18), 1,63-1,43 (br m, 4H-13, H-14).

RMN 3C (DMSO, 400 MHz) : & 156,13-156,01, 155,76-155,65 (pics démultipliés, @-2,
C-27), 155,21, 154,86 (2CC-8, C-21), 120,16-119,77, 117,30-116,88, 114,43-114,02,
111,57-111,17 (pics démultipliés, 4C;10, C-23, C-29, C-33), 46,81-46,70, 46,06-45,88,
44,69-44,64, 44,24 (pics démultipliés, 4C:4, C-17, C-6, C-19) 36,87, 36,45 (2CC-12,
C-15), 27,74, 25,83 (20C-5, C-18, 25,43-25,15, 23,56-23,34 (pics démultipliés, 2€13,
C-14).

RMN *°C DEPT (DMSO, 200 MHz) : 5 46,77, 46,06-45,88 (pic démultiplié), 44,67, 44,24
(CH, 4C,C-4, C-17, C-6, C-19, 36,87, 36,45 (Ch} 2C,C-12, C-15), 27,74, 25,83 (CH 2C,
C-5, C-18, 25,43-25,15, 23,56-23,34 (pics démultipliés ,C2C,C-13, C-14).

MS (LC-MS) : m/zcalculée: 586,1, trouvée: 587,0 [M+H]

IR : v =3318 (N-H, moyenne) = 1735 (C=0,C-8, C-21, fine et forte),v = 1678 (C=0,
C-2, C-27, forte) cm™.
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B. Synthése de la N*,N*-bis-Boc-N? N°- bis-TFA-spermine (2)

34

L CoaHa0FsN4Os

35 029

36F7 5 594,3 g.mol*
)<)L /\/\ ™~ TN ” z \{/ Poudre blanche
/j‘\aKF 38 Rig2 = 84%
270
F 39

!

40

MODE OPERATOIRE

A un mélange de spermine tétraprotéfg@9,4 g, 50 mmol, 1 éqg.) et de DMAP (12,4 g,
100 mmol, 2 ég.) mis en suspension dans du DCM ifil80est ajouté goutte-a-goutte du
dicarbonate de di-tert-butyle (33,7 g 150 mmolg3 élans du DCM (100 mL). Au cours de
la réaction, un dégagement gazeux est observépeildre blanche se solubilise. La réaction
est laissée sous agitation une nuit a températorbiaate. Une solution aqueuse de
NH4CI 1 M (200 mL) est ajoutée puis les phases squdréés et la phase organique est lavée
avec une solution de NBI 1 M (2 x 200 mL). La phase organique est enssétzhée 15 min
sur MgSQ anhydre, filtrée et évaporée. Du MeOH (60 mL) ageuté au produit brut et le
mélange est mis sous agitation. Au bout de queldgusants, un précipité se forme. Ce
précipité est ensuite recristallisé dans le MeOHckauffant & 60°C brievement, jusqu’a
dissolution du produit puis refroidi 1 h a 4°Ctril et lavé avec du MeOH froid. La poudre
blanche résultante est séchée une nuit sous ¢ 2 Rg, = 84%).

ANALYSES

Point de fusion :141°C.
RMN H (CDCls, 400 MHz) : § 5,01, 4,79 (br, 2HH-8, H-21), 3,40-3,34 (br m, 8HH-11,
H-13, H-16, H-18), 3,12-3,05 (m, 4HH-9, H-20), 1,79-1,68 (m, 4HH-10, H-19), 1,56-1,54

(br m, 4H,H-14, H-15), 1,381 (s, 18HH-3, H-6, H-7, H-25, H-31, H-32).

RMN 'C (CDCl;, 400 MHz): & 157,39-157,33, 157,2-157,17, 157,03-156,98,
156,85-156,82 (pics démultipliés, 2C;26, C-28), 156,24 (2CC-4, C-22), 120,89, 118,05,

164 Confidentiel



Matériel et méthodes

115,19, 112,31 (2CC-35, C-33), 79,70-79,60, 79,42-79,34 (pics démultipliés, Z2,
C-24), 47,15, 46,43-46,36, 45,49, 44,43-44,38 (pics Wbpiiés, 4C,C-13, C-16, C-11,
C-18), 37,91-37,67 (pic démultiplié, 2CC-9, C-20), 29,90-29,76, 27,65-27,58 (pics
démultipliés, 2CC-10, C-19), 28,51-28,45 (pic démultiplié, 6C-3, C-6, C-7, C-25, C-31,
C-32), 25,99-25,92, 24,15-24,06 (pics démultipliés @€14, C-15).

MS (LC-MS) : m/z: calculée : 594,3, trouvée : 617,2 [M+Na]

IR : v =3345 (N-H, moyenne) = 1693 (C=0,C-4, C-22, fine et forte),v = 1676 (C=0,
C-26, C-28, fine et trés forte) cm.

Analyse élémentaire :calculée pour &H4oFsN4Os: C: 48,48%, H: 6,78%, N: 9,42% ;
trouvée : C : 48,35%, H : 6,87%, N : 9,25%.

C. Synthése de la N*,N*-bis-Boc-spermine (3)

C20H42N404
)<)J\ /\/\1_/\/\/ \/\/ZH » \\/ 402,57 g.mot"
\H/ Poudre blanche
94%

MODE OPERATOIRE

La spermine tétraprotégee(24,4 g, 41 mmol, 1 €g.) est mise en suspensian agitation
dans du MeOH (130 mL). De la soude (16,6 g, 415 Mm@ éqg.) dissoute dans de I'eau
distillée (40 mL) est ajoutée a température ambiatla réaction est laissée une nuit sous
agitation. Le jour suivant, le milieu réactionnset eoncentré au tiers de son volume initial et
complété par une solution aqueuse de NaOH 1 M (65 ba phase aqueuse est extraite avec
du DCM (3 x 150 mL), séchée 15 min sur MgShydre, filtrée et réduite par évaporation.
Le produit pur, une poudre blanche, est obtenurg@arécipitation dans I'heptane (200 mL)

puis séché une nuit sous vide (m = 15,5 g, R = 94%)
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ANALYSES

Point de fusion :94°C.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) : 8 5,16 (br, 2HH-8, H-21), 3,20-3,14 (q,) = 8 Hz, 4H,H-9,

H-20), 2,66-2,62 (t,J=8.8 Hz, 4H,H-11, 18), 2,60-2,56 (t,J =8 Hz, 4H,H-13, H-16),

1,66-1,57 (quintuplet) = 8,8 Hz, 4HH-10, H-19), 1,52-1,48 (br m, 4HH-14, H-15), 1,41
(s, 18H,H-3, H-6, H-7, H-25, H-27, H-28).

RMN *3C (CDCls, 400 MHz) : § 156,21 (2CC-4, C-22), 78,90 (2CC-2, C-24), 49,78 (2C,
C-11, C-18), 47,72 (2CC-13, C-16), 39,24 (2CLC-9, C-20), 29,97 (2CLC-10, C-19), 28,52
(6C,C-3, C-6, C-7, C-25, C-27, C-28), 27,87 (2CLC-14, C-15).

MS (LC-MS) : m/zcalculée : 402,3, trouvée : 403,3 [M+H]

IR : v = 3335 (N-H, faible)y = 1693 (C=0, forte) cfl.

Analyse élémentaire :calculée pour gH4N4O4: C: 59,67%, H: 10,52%, N: 13,92% ;
trouvée : C : 59,53%, H : 10,44%, N : 13,76%.

D. Synthése du 4-nitrophénéthyl 4-nitrophényl carbonate (4)

16 X 14 Ci5H12N207
1
17 ~ 332,26 g.mof*
S
o\@ 18 0 51 Poudre blanc
24 H 22 5 cassé
0 76,5%

MODE OPERATOIRE

Du chloroformiate de 4-nitrophényle (21,8 g, 105ohm,05 éq.) dissous sous agitation dans
du DCM (140 mL) est refroidi a 0°C. Un mélange daitdophénéthyl alcool (16,9 g,
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100 mmol, 1 éq.) et de pyridine (8,8 g, 9 mL, 1lhah 1,1 €g.) dissous dans du DCM
(60 mL) est ajouté goutte-a-goutte a 0°C pendamt 2 bain de glace est 6té et le milieu
réactionnel est laissé sous agitation jusqu’'a ce tuut le 4-nitrophénéthyl alcool soit
consommeé (suivi CCM, éluant : AcOEt :CyH 1:1 R®4). Le milieu réactionnel est alors
lavé avec une solution aqueuse de Q& 1M (200 mL), puis avec de leau
distillée (2 x 200 mL). La phase organique est éécbur MgSQ filtrée et évaporée sous
pression réduite. Le carbonateest ensuite précipité avec de I'éther diéthyli(R@D mL)

pour donner une poudre blanc cassé séchée unsonsivide (25,4 g, 76,5%).

ANALYSES

Point de fusion :104°C.

RMN *H (CDCls, 400 MHz) : & 8,25-8,15 (m, 4HH-3, H-5, H-17, H-19), 7,44-7,29 (m,
4H, H-2, H-6, H-16, H-20), 4,54-4,51 (t) = 6,8 Hz, 2HH-13), 3,19-3,13 (tJ = 6,6 Hz, 2H,
H-14).

RMN *°C (CDCl;, 200 MHz) : & 155,45 (1C,C-1), 152,38 (1C,C-8), 147,17 (1C.C-4),
145,51 (1C,C-18), 144,79 (1C,C-15), 129,97 (2C,C-16, C-20), 125,38 (2C,C-3, C-5),
123,95 (2CC-17, C-19), 121,84 (2CC-2, C-6), 68,63 (1CC-13), 34,80 (1CC-14).

RMN **C DEPT (CDCls, 200 MHz) : 5 129,97 (CH, 2CC-16, C-20), 125,38 (CH, 2C¢-3,
C-5), 123,95 (CH, 2CC-17, C-19), 121,84 (CH, 2CC-2, C-6), 68,63 (CH, 1C, C-13),
34,80 (CH, 1C,C-14).

IR : v =3085 (Ar-H, faible),v = 1766 (C=0, fine et forteyy = 1519 (NQ as, trés fine et
forte),v = 1347 (NQsym, trés fine et forte) cth

Analyse élémentaire : calculée pour @Hi1oN,O;: C: 54,22%, H: 3,64%, N: 8,43% ;
trouvée : C : 54,18%, H : 3,6%, N : 8,5%.

Confidentiel 167



Matériel et méthodes

E. Synthése de la N*,N*-bis-Boc-N? N*-bis-Npeoc-spermine (5)

S)
56 Okﬁgo 55

47
46 48

45 49

43
2

C3gHseNeO12
2 e 410 0
5 1
o " 17 15 24 26 M 30 32 24 788,88 g.mot
/\/\IN\/N\/\/N 33 _O 36
Y N 28 ’ Poudre blanche
39 20 H 16 /K 25 27 29 31 38
18 10
o 51 97%
90 0 50

11

53

8

6 2
5 3
4
Dy
©
0/12\0
23 13

MODE OPERATOIRE

A une solution de spermine bi-proté@2€15,5 g, 39 mmol, 1 éq.) dans du DCM (115 mL)
sont ajoutés, sous agitation et a température amehide carbonaté (26,9 g, 81 mmaol,

2,1 éq.) et du DMAP (4,9 g, 40 mmol, 1 €q.). Leienilréactionnel est ainsi laissé une nuit a
température ambiante. La réaction est stoppée part a’une solution aqueuse de
N&CO3; 1 M (200 mL). Un précipité se forme (sels). Le amgje est dilué avec de l'eau
distillée (100 mL) puis les phases sont séparéeghlase organique est lavée a nouveau avec
une solution de N&€O; 1 M (2 x 200 mL) puis séchée sur MgSé&hhydre. Apres filtration,

la solution est évaporée sous pression réduit@ra@uit est ensuite cristallisé avec de I'éther
diéthyligue (300 mL) puis filtré, lavé a I'étheofd et séché une nuit sous vide. Le pro8uit

obtenu est une poudre blanche (m = 29,4 g, 97%).
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ANALYSES
Point de fusion :134°C.

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & 8,11-8,09 (d,J = 8,4 Hz, 4H,H-3, H-5, H-46, H-48),
7,34-7,32 (M, 4HH-2, H-6, H-45, H-49), 5,11 (br, 1H), 4,60 (br, 1H4-18, H-32), 4,30-4,27
(t, J= 6,6 Hz, 4H,H-8, H-42), 3,19-2,93 (m, 16HH-15, H-29, H-17, H-31, H-7, H-43,
H-24, H-27), 1,58-1,53 (m, 4HH-16, H-30), 1,37 (s, 18HH-22, H-36, H-38, H-39, H-51,
H-52), 1, 30-1,21 (br m, 4H-25, H-26).

RMN °C (CDCls, 400 MHz) : & 156,39-155,85 (40G-10, C-40, C-19, C-33), 146,93 (2C,
C-1, C-44), 146,15 (2CC-4, C-47), 129,85 (4C,C-2, C-6, C-45, C-49), 123,76 (4CC-3,
C-5, C-46, C-48), 79,47-79,07 (2CC-21, C-35), 64,92 (2C,C-8, C-42), 47,11, 46,53 (pic
démultiplié, 2C,C-15, C-29), 44,52 (2C,C-24, C-27) 38,13, 37,43 (pic démultiplié, 2C,
C-17, C-31), 35,49 (2CC-7, C-43), 29,22 (2CC-16, C-30), 28,51 (6CC-22, C-36, C-38,
C-39, C-51, C-52), 25,86-25,22 (20C-25, C-26).

IR : v =3350 (N-H, faible et largey, = 1694 (C=0, forte)y = 1519 (NQ as, fine et forte),
v = 1346 (NQsym, trés fine et forte) cth

Analyse élémentaire :calculée pour &HseNgO12: C: 57,85%, H: 7,15%, N : 10,65% ;
trouvée: C : 57,68%, H : 7,35%, N : 10,60%.
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F. Synthése de la N*,N*-bis-MMT-N? N3-bis-Npeoc-spermine (6)

82 o %
NP 84

60

CesH72N6O10
1133,33 g.mof

°\ . Mousse blanche
79%

MODE OPERATOIRE

A une solution de spermine tétraproté§é€29,4 g, 37 mmol, 1 éq.) dissoute dans du
DCM (180 mL), refroidie a 0°C est ajouté goutteeare et sous agitation de l'acide
trifluoroacétique (44,4 g, 390 mmol, 10,5 éq.). épraddition, la réaction est laissée 2h a
température ambiante sous agitation. Puis le mig&agctionnel est évaporé. Le produit brut
ainsi obtenu contient de I'acide trifluoroacétiqlie. produit déprotégé est ensuite mis sous
agitation dans du DCM (100 mL) et refroidi a 0°( large exces de triethylamine (72,6 g,
720 mmol) dans du DCM (50 mL) est ajouté gouttesatg pour éviter un échauffement trop
violent du milieu réactionnel. Cet exces de triéhyine est utilisé pour neutraliser I'acide
trifluoroacétique, pour déprotoner les amines piiesaet pour capter I'HCI généré par la
réaction de tritylation. Un dégagement de fuméearegip Le bain de glace est ensuite enlevé
et le chlorure de 4-monométhoxytrityle (48,2 g, badol, 4,2 éq.) dissous dans du DCM
(100 mL) est ajouté d’'un coup a température ameidre milieu réactionnel devient rouge
puis brun et un dégagement de fumées blanchesbestvé. Aprés 30 min de réaction a
température ambiante, une solution aqueuse dg€®¢el M (150 mL) est ajoutée. Les phases
sont séparées et la phase aqueuse est extraitedavé&CM (2 x 150 mL). Les phases

organiques sont regroupées, séchées sur ghi@ees et évaporées sous pression réduite.
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Le produit brut (m =60 g) est purifié par chrongaphie flash sur gel de silice 40-6@
(éluant : AcOEt: CyH 1:1). La mousse blanche aoistenue (33,5 g, 79%) est séchée une

nuit sous vide.

ANALYSES

RMN *H (CDCls, 400 MHz) : & 8,15-8,04 (m, 4HH-49, H-51, H-59, 61), 7,43-7,41 (d,
J=7,6 Hz, 8HH-33, H-35, H-39, H-41, H-65, H-67, H-71, H-73), 7,33-7,32 (dJ = 8,4 Hz,
4H, H-48, H-52, H-58, H-62), 7,28-7,23 (M, 12H-3, H-5, H-26, H-30, H-32, H-36, H-38,

H-42, H-64, H-68, H-70, H-74), 7,18-7,13 (m, 4HH-34, H-40, H-66, H-72), 6,79-6,75 (m,
4H, H-2, H-6, H-27, H-29), 4,25-4,22 (br m, 4HH-45, H-55), 3,74 (s, 6HH-8, H-76),

3,27-2,94 (br m, 12HH-13, H-15, H-18, H-20, H-46, H-56), 2,05 (br m, 4HH-11, H-22),

1,66-1,30 (br m, 8HH-12, H-16, H-17, H-21).

RMN C (CDCls;, 400 MHz) : & 158,04-157,94 (pic démultiplié, 2C-1, C-28), 155,90
(2C, C-43, C-53), 146,92 (4CC-31, C-37, C-63, C-69), 146,57, 146,41, 146,22 (4C;47,
C-50, C-57, C-60), 138,48-138,29 (pic démultiplié, 2C;4, C-25), 129,85 (4CC-48, C-52,
C-58, C-62), 128,63 (12CC-3, C-5, C-26, C-30, C-32, C-36, C-38, C-42, C-64, C-68,
C-70, C-79, 127,97 (8CC-33, C-35, C-39, C-41, C-65, C-67, C-71, C-73), 126,45-126,26
(pic démultiplié, 4CC-34, C-40, C-66, C-72), 123,79 (4CC-49, C-51, C-59, C-61), 113,27
(4C,C-2, C-6, C-27, C-29), 70,30 (2CC-9, C-24), 64,78 (2CC-45, C-55), 55,33 (2CC-8,
C-76), 47,24-46,46 (pic démultiplié, 2CG-15, C-19, 45,51 (2C,C-13, C-20, 41,36-40,87
(pic démultiplié, 2CC-11, C-29, 35,54 (2CC-46, C-56), 30,08-29,26 (pic démultiplié, 2C,
C-12, C-21), 25,92-25,51 (pic démultiplié, 2C-16, C-17).

IR: v =1690 (C=0, forte)y = 1518 (NQ as, fine et forte)y = 1344 (NQ sym, tres fine et

forte) cm™.
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G. Synthése de la N*-MMT-N? N*-bis-Npeoc-spermine (7)

©
6204 @ -0 %
N'57
43
44 4
45 41
40
39
38 CagHseNOg
37 0\1/056 860,99 g.mot"
36 N .
23 Mm%& ~ Mousse jaune
HeN 21 /L 17 15 3 11 pale
46
35
470 o 63%

51 55
5 54
53
O\ o
ZN
@97 ® Yoy,

MODE OPERATOIRE

A de la spermine tétraprotégé€33,5 g , 30 mmol, 1 éq.) dissoute dans du DCM583 est
ajouté d'un seul coup a température ambiante daedEatrifluoroacétique (6,8 g, 59 mmol,
2 €q.) dans du DCM (200 mL). Le milieu réactionpetnd alors une couleur orange qui
s’intensifie au cours de la réaction. La réactishseiivie par CCM et stoppée lorsque la tache
orange correspondant au composé mono-tritylé gstuapres aussi intense que celle du
composeé bi-tritylé (éluant: DCM : MeOH : NH90 : 10 : 1, révélateur : solution de PMA a
5% dans I'éthanol). Au bout d’'1 h, la réaction gisippée par I'ajout d’une solution aqueuse
de NaC0O; 1 M (400 mL). Cette phase aqueuse est extraitedpaddCM (2 x 200mL). Les
phases organiques sont séchées sur MgBfydre pendant 15 min puis filtrées et évaporées.
Le produit brut obtenu, est purifié par chromatpgia flash (silice 40-6@m, gradient :
DCM : MeOH 90 : 10 jusqua DCM : MeOH : NH(2 M dans du MeOH) 80:20:6). Le
produit pur7 obtenu (m = 6,8 g, 8%) est une mousse jaune pale.
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La réaction a par la suite été réitéree 2 foisrse protocole sur les fractions contenant le
produit 6 n‘ayant pas réagi. La deuxiéme réaction est effectpendant 35 min sur le
produit6 (23,3 g, 21 mmol, 1 éq.), en présence de TFA (5283)€qg.) avec un rendement en
produit7 s’élevant a 33% (5,9 g). La troisieme réactionréatisée en 55 min sur le prod@it
(11,59, 10 mmol, 1 éq.), en présence de TFA (251€éq.) avec un rendement en produit
s’élevant a 38% (3,3 g). Le rendement global enmsipe mono-déprotégék atteint alors
63% (16 g) par rapport a la quantité initiale derspne6 engagée (30 mmol).

ANALYSES

RMN *H (CDCls, 400 MHz) : & 8,14-8,04 (ddJ; = 29,2 Hz,J, = 8 Hz, 4H,H-42, H-44,

H-52, H-54), 7,43-7,41 (d,) = 8 Hz, 4H,H-26, H-28, H-32, H-34), 7,35-7,23 (m, 10HH-3,

H-5, H-25, H-29, H-31, H-35, H-41, H-45, H-51, H-55), 7,17-7,14 (m, 2HH-34, H-40),

6,79-6,76 (M, 2HH-2, H-6), 4,32-4,24 (dt); = 18,8 Hz,J, = 6,4 Hz, 4HH-38, H-48), 3,75
(s, 3H,H-8), 3,27-2,96 (m, 12HH-13, H-15, H-18, H-20, H-39, H-49), 2,69-2,59 (m, 2H,
H-22), 2,06 (br m, 2HH-11), 1,98 (br m, 3HH-10, H-23), 1,66-1,24, (br m, 8HH-12,

H-16, H-17, H-22).

RMN C (CDCls, 400 MHz) : § 157,96-157,85 (pic démultiplié, 1G-1), 155,85 (2C,
C-36, C-46), 146,87-146,82 (2CC-24, C-30), 146,49, 146,32, 146,18 (4C-40, C-43,
C-50, C-53), 138,40-138,19 (pic démultiplié, 1C;4), 129,83 (4CC-41, C-45, C-51, C-55),
128,54 (6C,C-3, C-5, C-25, C-29, C-31, C-35), 127,88 (4C,C-26, C-28, C-32, C-34),
126,35-126,18 (pic démultiplié, 2@-27, C-33), 123,70 (4C,C-42, C-44, C-52, C-54),
113,18 (2C,C-2, C-6), 70,45 (1C,C-9), 64,95-64,75 (2CC-38, C-48), 55,24 (1C,C-8),
47,17-47,08, 46,53-46,37, 45,44 (pic démultipli€, 6-13, C-15, C-18, C-20, C-39, C-49),
41,27-40,78 (1CC-11), 35,46 (2C,C-22), 31,98 (1C,C-21), 30,45-29,16 (pic démultiplié,
1C,C-12), 25,83-25,38 (pic démultiplié, 2C-16, C-17).

MS (ESI) : m/zcalculée : 860,4, trouvée : 861,4 [M+H]
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H. Synthése  de la  N*'-(Fmoc-thiourée)-N? N3-bis-Npeoc-
N*-MMT-spermine (8)

CesHe7N7011S
1142,32 g.mot
Mousse blanche
82%

Z
x:O/ ®\(% 78

MODE OPERATOIRE

A du Fmoc-isothiocyanate (6,4 g, 23 mmmol, 1,5 éissous dans du DCM (300 mL) est
ajoutée a 0°C, sous agitation et sous argon, l'ami2,7 g, 15 mmol, 1 éq.) dissoute dans
du DCM (50 mL). La réaction se fait instantaném@nivi CCM, éluant AcOEt: CyH 1: 1,
révélateur solution de PMA a 5% massique dansdi@th. Le bain de glace est alors retiré et
le milieu réactionnel est évaporé. Le produit lmotienu est purifié par chromatographie flash
(silice 40-63um, éluant: AcOEt:CyH 1:1). Les fractions comdet le produit sont
collectées, évaporées et séchées une nuit sousUm#demousse blanche est ainsi obtenue
(m =13,9 g, 82%).

ANALYSES

RMN H (CDCI 3, 400 MHz) : & 9,89 (br s, 1HH-18), 9,59 (br s, 1HH-21), 8,10-8,04 (m,
4H, H-48, H-50, H-58, H-60), 7,77-7,75 (d,J=7,6 Hz, 2H,H-9, H-13), 7,54-7,52 (d,
J=7,6 Hz, 2H,H-6, H-10), 7,42-7,38 (m, 6HH-8, H-12, H-63, H-67, H-69, H-73),

7,33-7,28 (m, 8HH-7, H-11, H-37, H-41, H-47, H-51, H-57, H-61), 7,26-7,23 (m, 4H,
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H-64, H-66, H-70, H-72), 7,17-7,14 (br m, 2HH-65, H-71), 6,79-6,76 (br m, 2HH-38,
H-40), 4,47-4,46 (dJ = 6,8 Hz, 2HH-14), 4,34-4,20 (m, 5HH-1, H-44, H-54), 3,74 (s, 3H,
H-75), 3,64-3,52 (br m, 2HH-22), 3,26-2,95 (br m, 12HH-24, H-26, H-29, H-31, H-45,
H-55), 2,07-2,04 (br m, 2H4-33), 1,82-1,33 (br m, 8H:-23, H-27, H-28, H-32).

RMN 3C (CDCl 3, 400 MHz) : & 179,24 (1C,C-19), 158,01-157,91 (pic démultiplié, 1C,
C-39), 155,89 (2CC-42, C-52), 156,59, 152,81-152,46, 148,96 (pic démultipli€, C-16)
146,93-146,89 (pic démultiplié, 2C-62, C-68), 146,55, 146,37, 146,20, 146,03, (4546,
C-49, C-56, C-59), 143,03 (2CC-2, C-5), 141,43 (2CC-3, C-4), 138,46 (1CL-36), 129,83
(4C, C-47, C-51, C-57, C-61), 128,60 (6CC-37, C-41, C-63, C-67, C-69, C-73), 128,23
(2C, C-8, C-12), 127,94-127,86 (pic démultiplié, 4C-64, C-66, C-70, C-72), 127,39 (2C,
C-7, C-11), 126,42-126,22 (pic démultiplié, 2G3-65, C-71), 125,01 (1C,C-6, C-10),
123,79-123,77 (pic démultiplié, 4@-48, C-50, C-58, C-60), 120,35 (2C,C-9, C-13),
113,24 (2C,C-38, C-40), 70,51 (1C,C-35), 68,49-68,37 (pic démultiplié, 1CC-14),
65,03-64,77 (pic démultiplié, 2@-44, C-54), 55,31 (1CC-75), 46,42, 46,81, 47,14, 46,42
(pic démultiplié, 2C,C-26, C-29), 46,63 (1C,C-1), 45,51 (1C,C-31), 44,65 (1C,C-24),
42,81-43,02 (1CC-22), 41,33-40,85 (1CC-33), 35,50 (2C,C-45 C-55), 30,07, 29,22,
27,48-27,05, 25,87-25,44 (pic démultiplié, 4323, C-27, C-28, C-32).

RMN *°C DEPT (CDCls, 400 MHz) : & 129,83 (CH, 4CC-47, C-51, C-57, C-61), 128,60
(CH, 6C,C-37, C-41, C-63, C-67, C-69, C-73), 128,23 (CH, 2CC-8, C-12), 127,94-127,86
(pic démultiplié, CH, 4C,C-64, C-66, C-70, C-72), 127,39 (CH, 2C,C-7, C-11),

126,42-126,22 (pic démultiplié, CH, 2@-65 C-71), 125,01 (CH, 1C,C-6, C-10),

123,79-123,77 (pic démultiplié, CH, 4C-48, C-50, C-58, C-60), 120,35 (CH, 2CC-9,

C-13), 113,24 (CH, 2C,C-38, C-40), 68,49-68,37 (pic démultipli€, GH 1C, C-14),

65,03-64,77 (pic démultiplié, GH2C, C-44, C-54), 55,31 (CH, 1C, C-75), 46,42, 46,81,
47,14, 46,42 (pic démultiplié, GH2C, C-26, C-29), 46,63 (CH, 1CC-1), 45,51 (CH, 1C,

C-31), 44,65 (CH, 1C, C-24), 42,81-43,02 (Ch 1C,C-22), 41,33-40,85 (Ch 1C, C-33),

35,50 (CH, 2C, C-45, C-55), 30,07, 29,22, 27,48-27,05, 25,87-25,44 §Chic démultiplié,
4C,C-23,C-27, C-28, C-32).

HRMS (ESI) : calculée pour gHs7N7O11S : 1141,46, trouvée : 1142,47 [M+H]
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IR : v =3294 (NH, faible)y = 1693 (C=0, forte)y = 1518 (NQ as, fine et forte)y = 1345
(NO,sym, trés fine et forte) cth

|.  Synthése de la N®-MMT-octane-1,8-diamine (9)

CagH3sN20
416,60 g.mof*

18 16 14 12 Huile jaune

19 Al
HoN pale

17 13 11
= 65%

MODE OPERATOIRE

A du diaminooctane (7,2 g, 50 mmol, 5 éq.) dissdass du DCM (70 mL) est ajouté
goutte-a-goutte pendant 2h a 0°C et sous agitatiorchlorure de 4-monométhoxytrityle
(3,39, 10 mmol, 1 éq.) dissous dans du DCM (200.nRuis la réaction est laissée a
equilibrer a température ambiante pendant 1 h I%e Eblution aqueuse de X&D; 1 M
(200 mL) est alors ajoutée, les phases sont sépageéa phase aqueuse est extraite par du
DCM (2 x 100 mL). Apres séchage sur MgS@ phase organique est filtrée et est évaporée
sous pression réduite. Le produit brut obtenu ®8=g) est purifié par chromatographie flash
(silice 40-63um, éluant: DCM : MeOH : BN 90 : 10 : 2). Le produit pur obtenu est une
huile jaune pale (m = 2,7 g, 65%).

ANALYSES
RMN H (CDCl3, 400 MHz) : & 7,46-7,43 (m, 4HH-22, H-24, H-28, H-30), 7,37-7,33 (m,

2H, H-3, H-5), 7,26-7,22 (m, 4HH-21, H-25, H-27, H-31), 7,17-7,12 (m, 2HH-23, H-29),
6,80-6,76 (M, 2HH-2, H-6), 3,75 (s, 3HH-8), 2,69-2,66 (tJ = 7,1 Hz,H-11), 2,11-2,07 (t,
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J=7 Hz, 2H,H-18), 1,48-1,40 (m, 4HH-12, H-17), 1,30-1,21 (m, 8HH-13, H-14, H-15,
H-16).

RMN *C (CDCl;, 400 MHz) : 157,93 (1C,C-1), 146,81 (2CC-20, C-26), 138,75 (1C,
C-4), 129,97 (2CC-3, C-5), 128,75 (4CC-21, C-25, C-27, C-31), 127,86 (4CC-22, C-24,

C-28, C-30), 126,22 (2CC-23, C-29), 113,19 (2CC-2, C-6), 70,53 (1CC-9), 55,34 (1C,
C-8), 43,75 (1C,C-11), 42,03 (1C,C-18), 33,04 (1C,C-12), 31,06 (1C,C-17), 29,76 (1C,
C-13), 29,55 (1CC-16), 27,50 (1CC-15), 26,98 (1CC-14).

J. Synthese du succinate de N-Fmoc-amino-6-hexanyl (10)

CasH290NOs
265~ — 439,50 g.mol*
I Poudre blanche
27 74%

MODE OPERATOIRE

Du 6-(Fmoc-amino)-1-hexanol (10 g, 30 mmol, 1 éf.)de I'anhydride succinique (4,5 g,
45 mmol, 1,5 éq.) sont suspendus a 0°C dans degridine (20 mL). Du DCM (20 mL) est
ensuite ajoutés pour aider a la solubilisationsgasultat. La réaction est laissé a réagir une
nuit a température ambiante. Le lendemain, toutlissbus. Du DCM (200 mL) est ajouté et
le milieu réactionnel est lavé par une solution gpiate de sodium a pH =5 (2 x 200 mL)
puis par une solution aqueuse de NaCl saturée2@»mL). La phase organique est séchée
sur MgSQ, filtrée puis évaporée sur rotavap et laissé unesous vide. Le lendemain, un
solide blanc cassé a pris en masse. Aprées repadmpi et trituration dans un mélange éther
diéthylique : n-heptane 1 : 4, une poudre blanciteobtenue et séchée une nuit sous vide
(m=9,6 g, 74%).
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ANALYSES
Point de fusion :82°C.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) : 5 10,04 (br s, 1HH-32), 7,75-7,73 (d,) = 7,6 Hz, 2HH-9,
H-12), 7,58-7,56 (dJ = 8,8 Hz, 2H H-6, H-13), 7,39-7,36 (tJ=7,6 Hz, 2H,H-8, H-11),
7,31-7,27 (t,J=7,6 Hz, 2H,H-7, H-10), 6,32, 4,92 (br s, 1HH-18), 4,45-4,38 (m, 2H,
H-14), 4,22-4,17 (m, 1HH-1), 4,1-4,07 (tJ = 6,2 Hz, 2HH-24), 3,19-3,07 (br m, 4H-28,
H-29), 1,64-1,57 (quintuplet) = 6,4 Hz, 2H,H-23), 1,51-1,45 (quintuplet) = 6,4 Hz, 2H,
H-20), 1,43-1,26 (br m, 4H{-21, H-22).

RMN 3C (CDCls, 400 MHz) : & 177,01 (1CC-30), 172,42 (1CC-26), 156,80 (1CC-16),
144,12 (2C,C-2, C-5), 141,47 (2CC-3, C-4), 127,82 (2CC-8, C-12), 127,18 (2CC-7,
C-11), 125,17 (2CC-6, C-10), 120,11 (2CC-9, C-13), 66,75 (1CC-14), 64,83 (1CC-24),
47,43 (1C,C-1), 41,00 (1C,C-19), 29,87 (1CC-20), 29,27 (1C,C-29), 29,16 (1C,C-29),
28,60 (1CC-23), 26,72 (1CC-21), 25,61 (1CC-22).

IR : v = 3332 (NH, faible)y = 3068 (Ar-H, faible)y = 1713 (C=0, trés forte) cth

K. Synthése du (Fmoc-thiourée)-hexan-1-ol (11)

Ca2H26N203S

2 u02 on 398,52 g.mat"

27 Mousse rose

[\
W

23
pale
70%

MODE OPERATOIRE

A du 6-amino-1-hexanol (2,5 g, 21 mmol, 1,05 édgous dans du DCM (100 mL), refroidi

par un bain de glace est ajouté goutte-a-gouttelgpenl5 min duN-Fmoc-isothiocyanate
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(5,7 g, 20 mmol, 1 éq.) en solution dans du DCMO(il). La réaction est ensuite laissée
15 min a équilibrer & température ambiante avawoutajd’'une solution aqueuse de
NH,ClI 1 M (200 mL). Le milieu réactionnel est lavé @&@umeau par une solution de
NH4CI (200 mL). Puis la phase organique est séchéeMgB8Q, filtrée et évaporée. Le
produit est ensuite purifié par chromatographiesHhla(silice 40-63um, éluant:
DCM : MeOH 95 : 5). Le produit obtenu est une meusse pale (5,7 g, 70%).

ANALYSES

RMN *H (CDCls, 400 MHz) : § 9,62 (br s, 1HH-18), 8,31 (br s, 1HH-21), 7,77-7,75 (d,
J=7,6 Hz, 2H,H-9, H-13), 7,55-7,53 (d,J=7,6 Hz, 2H, H-6, H-10), 7,42-7,39 (t,
J=7,6 Hz, 2HH-8, H-12), 7,33-7,29 (t dédoublé; = 1,2 Hz,J, = 7,6 Hz, 2HH-7, H-11),
4,67-4,45 (dJ = 6,8 Hz, 2HH-14), (t, J = 6,8 Hz, 2HH-1), 3,66-3,60 (m, 4HH-22, H-27),
1,69-1,62 (quintuplet] = 7,2 Hz, 2H,H-26), 1,59-1,52 (m, 2HH-23), 1,43-1,37 (m, 2H,
H-24, H-25).

L. Synthése du (Fmoc-thiourée)-O-DMT-oxyhexane (12)

C43H4aN205S
700,88 g.mot*
Mousse

22 24 26

blanche
7 63%

23 25 27

MODE OPERATOIRE
A T'alcool 11 (5,7 g, 14 mmol, 1 éq.) dans de la pyridine (50,méfroidi & 0°C, est ajouté

d’un seul coup a température ambiante du chloraré,d'-dimethoxytrityle (5,2 g, 15 mmol,
1,1 ég.). La réaction est instantanée. La pyridsteévaporée sur évaporateur rotatif puis sous
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vide poussé. Le produit est purifié par chromatpgie flash (silice 40-68m,

éluant : dichlorométhane). Le produit obtenu est mmousse blanche (6,2 g, 63%).
ANALYSES

RMN *H (CDCls, 400 MHz) : & 9,59 (br s, 1HH-18), 8,01 (br s, 1HH-21), 7,76-7,74 (d,
J=7,6 Hz, 2HH-9, H-13), 7,55-7,53 (dJ = 7,6 Hz, 2HH-6, H-10), 7,44-7,38 (m, 4HH-8,
H-12, H-39, H-43), 7,33-7,22 (m, 8HH-7, H-11, H-31, H-35, H-47, H-48, H-50, H-51),
7,19-7,16 (m, 1H,H-49), 6,83-6,79 (m, 4HH-32, H-34, H-40, H-42), 4,45-4,44 (d,
J=6,8 Hz, 2HH-14), 4,22-4,19 (1] = 6,8 Hz, 1HH-1), 3,76 (s, 6HH-37, H-45), 3,65-3,60
(m, 2H,H-22), 3,07-3,03 (t) = 6,4 Hz,H-27), 1,68-1,57 (m, 4HH-23, H-26), 1,45-1,30 (m,
4H, H-24, H-25).

RMN **C J-mod (CDCls;, 400 MHz) : 179,04 (¢, 1C,C-19), 158,55 (¢, 2C,C-33, C-41),
152,79 (¢, 1C, C-16), 145,61 (¢, 2C, C-30, C-38), 143,13 (¢, 2C, C-2, C-5), 141,51
(cV, 2c, c-3, C-4), 136,94 (¢, 2C, C-30, C-38), 130,19 (CH, 4CC-31, C-35, C-39,
C-43), 128,41 (CH, 2CC-47, C-51), 128,24 (CH, 2CC-8, C-12), 127,83 (CH, 2CC-48,
C-50), 127,43 (CH, 2CC-7, C-11), 126,72 (CH, 1CC-49), 125,05 (CH, 2CC-6, C-10),
120,34 (CH, 2CC-9, C-13), 113,20 (CH, 4CC-32, C-34, C-40, C-42), 85,91 (¢, 1C,
C-29), 68,38 (CH, 1C, C-14), 63,41 (CH, 1C,C-27), 55,36 (CH, 1C, C-37), 46,78 (CH,
1C,C-1), 45,89 (CH, 1C,C-22), 30,11 (CH, 1C,C-26), 28,39 (CH, 1C,C-23), 26,97 (CH,
1C,C-25), 26,16 (CH, 1C,C-24).

IR : v = 3295 (NH, faible)y = 3034 (Ar-H, faible)y = 1718 (C=0O, fine et forte) cth

M. Test de déprotection des groupements Npeoc en solution

A une solution de spermine protéggd 20 mM dans I'acétonitrile (250 pL) est ajoutée un
solution de DBU2M dans [lacétonitrile (250 uL). alL solution résultante
sperminegs 10 mM / DBU 1 M est homogénéisée (Vortex) puis chrgée. Aux intervalles
de temps suivants : t+0 (20 s), t+10 min, t+20 rt#d0 min, t+80 min, t+160 min, 50 puL de
solution sont prélevés, placés dans une fiole jaf§énL) et complétés au trait de jauge par

de I'acétonitrile. Aprés agitation, 100 pL sont@uweau prélevés et complétés a 1 mL par de
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'acétonitrile pour étre ensuite dosé en UV a 308 es échantillons de référence : une
solution de DBU 1 M et la spermiiea 10 mM dans l'acétonitrile (t = 0) sont également

réalisés.

N. Test de déprotection des groupements Fmoc en solution

A une solution de spermirga 20 mM dans I'acétonitrile (250 pL) est ajoutée golution de
DBU 6% dans I'acétonitrile (250 puL). La solutionsoitante spermin@ 10 mM/ DBU 3%
est homogénéisée (Vortex) puis centrifugée. Aurridlles de temps suivants: t =0, t+0
(20 s), t+5 min, t+10 min, 50 uL de solution somélevés, placés dans une fiole jaugée
(5 mL) et complétés au trait de jauge par de l@auétle. Apreés agitation, 100 pL sont a
nouveau prélevés et complétés a 1 mL par de I'aitéte pour étre ensuite dosé en UV a
294 nm et 304 nm.

[Il.  SYNTHESE SUR SUPPORT SOLIDE

des

g_)/

A. Synthese doligonucléotides couplés en 5

guanidino-spermines

1. Synthese d’oligonucléotides amino-modifiés

a. Synthese de I'oligonucléotide

Les décameéeres ADN ont été fabriqués de facon adiedea sur un synthétiseur
d’oligonucléotides Expedite Nucleic Acid SyntheSgstem (GMI Inc.) grace au logiciel
Expedite Workstation. La séquence programmée : GGATGCCAC-3’ a été synthétisée
avec des réactifs phosphoramidites ADN standarddA-CE-phosphoramidite,
dC-CE-phosphoramidite  (protections benzoyles desed)a dG-CE-phosphoramidite
(protection isobutyryle), dT-CE-phosphoramidite.aGbe phosphoramidite (0,5 g) est dissout
sous argon dans de I'acétonitrile anhydre (10 nilpl&cée respectivement aux positions A,

C, G, T du synthétiseur. Le support utilisé est végine 3’-dC-CPG (colonne {imol),
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'activateur est indifferemment du 5-benzylthio-iétrazole ou du tétrazole 0,45M dans
'acétonitrile (Glen research), les réactifs de cmt THF : AgO 9:1 (Cap Mix A) et
THF : Melm : Pyridine 8 : 1 : 1 (cap Mix B), la stilon oxydante est une solution ddans
un meélange THF : Pyridine ;0. Le protocole employé respecte les étapes usueie
synthese d'oligonucléotides classique, c’est-a-dietritylation, couplage, oxydation,
capping. Le support 3'-dC-CPG subit toutefois uanpier capping pour s’assurer gu’il n’y ait
pas de groupements hydroxyles déprotégés. Les tempslumes de réactifs requis pour
chaque étape du cycle correspondent au protocmsiqlie de synthése d’ADN préconisé par
le fabricant GMI Inc. Les syntheses sont toutesis&ass en conservant le DMT final. Ceci
permet la purification ultérieure d'oligonucléotddéémoins sur cartouche PolyPak Il ou
I’évaluation du rendement de couplage du 5’-amiroatifier C6.

b. Evaluation du rendement : protocole de dosage du DW

A chaque cycle de détritylation, les fractions emaint le cation DMT+ sont collectées pour
dosage a 503 nm. La fraction prélevée est traresfdens une fiole jaugée de 5 mL et
complétée au trait de jauge avec du DCM ayant sasviingage du tube de collection de
fraction (au moins 3 ringages). Apres agitation) @b de cette fiole sont prélevés et déposés
dans une deuxieme fiole jaugée de 5 mL et compbaiésait de jauge par une solution de
TCA dans du DCM 5% massique. La solution est agitée et 1 mL est placé dans une cuve
en quartz pour mesure de lI'absorbance a 503 nmdo€age permet I'estimation de différents
rendements :

Rendement par étape ¢fBe= Asoz (N) / Asoz (N-1) ol n = nombre de cycles de détritylation
Rendement global : R =s8g () / Aoz (1)

Rendement moyen par couplagemof= R/ (™)

Pour les synthéses de nos décameres, les rendatheerdsplages moyens sont compris entre
95,0% et 99,5%.

C. Protocole de couplage du 5’-amino-modifier C6

Le phosphoramidite 5-amino-modifier C6 (0,25 g)t eissout sous argon dans 4 mL
d’acétonitrile anhydre (C =100 mM) puis transf@m conditions anhydres dans un flacon
adaptable sur synthétiseur Expedite. Ce flacoréalablement été séché en étuve a 70°C et
laissé a refroidir dans un dessiccateur sous atgosolution de 5’-amino-modifier est séchée

une nuit sur du tamis activé (3A) en position 5 dynthétiseur. Le couplage de
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'amino-modifier sur le décamere est réalisé adkadu cycle X du protocole standard de
synthése d’ADN, c’est-a-dire en augmentant le temfxsessaire au couplage a 15 min. Le
MMT final est conservé pour purification ultérieufeolonne témoin) ou évaluation du

rendement.

d. Evaluation du rendement : protocole de dosage du MW

A la fin du couplage de I'amino-modifier, le groupent MMT est déprotégé comme suit :
sur synthétiseur, la solution de deblock (solutienTCA 3% dans I'acétonitrile) est passée
pendant 15 s au travers de la colonne puis lagss@&g 3 min. La solution de TCA est alors a
nouveau passée 15 s au travers de la colonne.dteast répéte 4 fois au total pour un temps
de détritylation de 13 min. La solution contenantétion MMT+ est collectée dans une fiole
jaugée (100 mL) et la colonne est rincée avec @mek d’acétonitrile puis séchée sous argon.
La solution de MMT est alors complétée au traitjaigge par une solution de TCA 5%
massique dans du DCM. Un millilitre de cette salntest prélevé et transféré dans une cuve
en quartz pour dosage a 478 nm. Le rendement dadagmide I'amino-modifier peut alors

étre estimé comme suit :

As7e X Corr.Uv

Aso3

ou A47g est 'absorbance du MMT, sfg est I'absorbance du dernier DMT et Corr. UV est un
facteur de correction entre I'absorbance du MMT 78 dm et I'absorbance du DMT a
503 nm, a concentrations équivalentes. Ce factewodrection est de 1,36. Les rendements
de couplage de I'amino-modifier obtenus dans cesliions sont compris entre 82,3% et
99,9%.

2. Couplage des guanidinospermines en 5’

a. Couplage de la spermine 8

Le synthor8 (34,3 mg, 3Qumol, 30 éq.) et I'activateur EDCI (12,6 mg, géol, 66 éq.) sont
séchés 30 min. sous vide puis dissous par vortexdins une solution de DIPEA 0,2M dans
le DCM (330pL, 66 umol, 66 éq.) séchée une nuit sur tamis moléculé@rd). Aprés

centrifugation, la solution est prélevée et peredans interruption au travers de la colonne
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(~ 1pmol, 1 éq.) pendant 2 min a l'aide de deux serisgerabranchées aux deux extrémités
de la colonne. La réaction est ensuite laissée gllo@der en percolant de temps a autre. Au
bout de 4h, les réactifs sont soutirés et la caast rincée par 5 x 1 mL de DCM puis séchée
sous argon. Si un couplage supplémentaire doitefteetué, le support est détritylé selon le
protocole décrit précédemment, sinon, l'oligonutii® conserve le MMT final pour la
purification par cartouche PolyPak Il (Glen Reskartes rendements de couplage pour ce
protocole sont compris entre 55% et 84%.

Différents parametres ont été testés avant d'établiprotocole et ont permis de retenir les
conditions expérimentales optimales. Sauf indicationtraire, chaque parameétre a été testé
en respectant les quantités et volumes du protgmaeédent en modifiant seulement le

solvant, I'activateur, la base, le temps de réaaio le mode d’introduction des réactifs.

b. Déprotection des Fmoc et Npeoc
Une solution de DBU 1M dans de I'acétonitrile (1 ,miLmmol) est percolée de temps a autre
au travers de la colonne pendant 4h. La colonnerestite rincée par 5 x 1 mL d’acétonitrile

puis 3 x 1 mL de DCM avant d’étre séchée sous argon

C. Décrochage du support et déprotection de I'oligonuéotide
La colonne est coupée au cutter et la résine asswasée dans un tube eppendorf a vis. De
'ammoniac concentré aqueux (28%) est versé sghdgtillon et la réaction est laissée a

température ambiante pendant 24h.

d. Purification des conjugués oligonucléotides-guanidbspermines
Les oligonucléotides sont purifiés par cartouchdéyfPak Il en adaptant le protocole du
fabricant a la déprotection du groupement MMT. bigonucléotides témoins possédant un
DMT final sont purifiés selon le protocole du fadannt.
1. La cartouche est rincée par de l'acétonitrile (9ndt une solution de TEAA
2M (4 mL).
2. L'oligonucléotide est dilué en ajoutant 3 portiaiisau mQ pour 1 portion de solution

ammoniaquée.
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3. L'oligonucléotide est passé au travers de la cahteul’éluat est collecté et repasse a
travers la colonne de fagon a s’assurer que legpgroents trityles sont bien retenus
sur la cartouche.

4. Les séquences tronquées sont éluées par de 'amondihié au 1/20(6 mL).

5. La colonne est rincée a 'eau mQ (4 mL)

6. Une solution de TFA 2% dans I'eau mQ (4 mL) estdée agir 2 min sur la colonne
avant d’étre poussée hors du systéme. Ce cyclegpsté 3 fois en tout. Bien que
I'exposition d’'un oligonucléotide a une solutiondecne soit pas souhaitable en raison
de risques de dépurination, ces cycles sont néoessaune déprotection correcte des
groupements MMT.

7. La cartouche est rincée avec de I'eau mQ pour ééinle TFA résiduel.

8. L'oligonucléotide est élué soit par une solutioaadtonitrile 20% dans I'eau, soit par
une solution ammoniaquée diluée au /10

Les oligonucléotides sont ensuite lyophilisés, alissdans de I'eau mQ, puis dosés en UV a
260 nm selon un protocole déc@SH, enfin stockés a -20°C. A ce stade, certains
oligonucléotides ont également été purifies par E6Rur colonne DNA Pac 100 analytique
(4 mm x 250 mm) avec un débit de 1 mL.Mien utilisant comme éluant une solution de
NaCl 1M avec pour gradient : 30% jusqu’a 100% em2® (NH; 0,1M + 10% d’acétonitrile
constant). Aprés purification par HPLC, les franfocontenant I'oligonucléotide ont été
regroupées et dessalées a l'aide de cartouche @ephHdAP-25, selon le protocole
recommandé par le fabricarittip://www.gelifesciences.cogmL’oligonucléotide est ensuite
dosé en UV a 260 nn2p5 et stocké a —20°C.

B. Synthése d’oligonucléotides conjugués en 3’ (support dT-CPG

amino-modifié)

1. Couplage de spermines sur dT-CPG amino-modifiée (1 pmol)

a. Modification d’'une colonne dT (1 umol)
Une colonne dT-CPG est détritylée de fagon aut@®atsur le synthétiseur par une solution
de TCA 3% dans I'acétonitrile. La fraction DMT eslllectée et dosée en UV a 503 nm selon

le protocole décrit précédemment (p.182) La cologsteensuite rincée manuellement par du
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DCM (3 x 1 mL) et séchée sous argon. Une solutm@BI (32 mg, 20Qumol) dans du DCM
distillé et séché sur tamis moléculaire (1 mL)pestolée a travers la colonne pendant 1h. Le
réactif est ensuite soutiré du systeme, la col@steincée par du DCM (2 x 1 mL) et séchée
sous argon. La diamine protég8e(50 mg, 12Qumol) et de la triéthylamine (12,3 mg,
120pumol) dans du DCM anhydre (1 mL) sont percolés peh@h. Les réactifs sont ensuite
soutirés, le support est rincé par du DCM (3 x ) rel.séché sous argon. Les rendements
évalués apres étapes de cap et de détritylatidrcearpris entre 75% et 80%.

N.B. : Dans un premier temps, ce protocole a été auec des diamines non protégees : le

diaminopropane (9 mg, 120mol) ou le 1, 8-diaminooctane (17,5 mg, 1&00l).

b. Capping du support aprés couplage de la NMMT-octane-1,8-diamine (9)

Les sites actifs qui n‘ont pas réagi sont cappé®naatiquement sur le synthétiseur
d’oligonucléotide en utilisant les solutions d’adhige acétique (Cap Mix A) et de
N-méthylimidazole (Cap Mix B). L'étape de cap s'etige selon le protocole standard avec
un temps de réaction accru a 6 min. Deux autrestifi®ale cap ont €également été testés
manuellement : une solution de chlorure de FmogO(2&), 10Qumol, 100 ég.) et de la
N-méthylimidazole (8,2 mg, 100mol, 100 éq.) dans du DCM (1 mL) ou une solution de
carbonatel (33,3 mg, 10umol, 100 éq.) et de la DMAP (12,6 mg, 10®ol) dans du DCM

(1 mL) ont été percolées sur la résine pendant 2 h.

C. Détritylation du MMT aprés couplage de la N-MMT-octane-1,8-diamine (9)
La déprotection du MMT et I'évaluation du rendemelet couplage s’effectuent selon le

protocole établi précédemment (p.183).

d. Couplage de la spermine 8

Une solution de DIPEA 0,4M dans du DCM (1 mL) easgee a travers la colonne dT-CPG
aminomodifiée. La thiouré (22,8 mg, 2Qumol, 20 éq.) et EDCI (17 mg, §8nol, 88 éq.),
séchés 30 min sous vide, sont mélangés et dissans dne solution de DIPEA 0,4M
(220pL, 88 umol, 88 éq.) avant d’étre percolés a travers larowd pendant 4h. Les réactifs
sont alors soutirés et la colonne rincée avec dMP&x 1 mL) puis séchée sous argon. Les
rendements de couplage évalués apres étapes det dapdétritylation sont compris entre
70% et 88%.
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e. Capping et détritylation du support apres couplagele la spermine 8

Aprés couplage de la spermifigle capping et la détritylation du support s’eftemt de la
méme facon qu'aprés I'étape d’introduction de lactoon amine sur la colonne dT-CPG
(p.186).

2. Couplage de spermines sur dT-CPG amino-modifiée (20 ymol)

a. Modification du support dT

De la résine dT-CPG (500 mg, charge 42 pumyl.g0 umol) est placée dans une colonne
Pierce centrifuge de 5 mL. L’extrémité protectriné&rieure de la colonne est enlevée pour
permettre le soutirage des réactifs. La résinaless détritylee par passage de 20 mL d’une
solution de TCA 5% dans le DCM puis rincée par 10dtacétonitrile et 10 mL de DCM.
Aprés détritylation, I'ouverture supérieure de tdonine est fermée par un bouchon percé de
guelques trous, placée dans un ballon de 250 ntd ®Efsine peut ainsi étre séchée une nuit
sous vide. Le vide est fait progressivement afgviér que de la résine ne soit aspirée hors
de la colonne. Le DCM servant aux réactions egilldia veille et séché une nuit sur tamis
moléculaire activé 3 A. La triéthylamine est égateirdistillée la veille et conservée une nuit
sur KOH. L’amine9 est dissoute dans 2 mL de DCM et séchée uneunuiais moléculaire
activé 3 A. La colonne contenant la résine séclséd@uchée a I'extrémité inférieure puis
recouverte d’'un septum pour la partie supérieurésagvoir fait passer un flux d’argon sur la
résine. Du CDI (345 mg, 2 mmol, 100 éq.) est dissdans 2 mL de DCM distillé prélevé
sous argon. La dissolution n’étant pas totale, f&w@urnageant est prélevé et déposé sous
argon sur la résine. Afin de s’assurer que touteésime est imbibée de solution, la seringue
servant au préelévement est enfoncée jusqu’au ferid dolonne avant de déposer la solution.
La colonne est inclinée Iégérement de chaque déidpetée doucement pour permettre a la
solution de s'infiltrer au cceur de la résine. Lactén est alors laissée 1 h a température
ambiante sur plaque d’agitation (vitesse 4). Autlabii h, la solution de CDI est soutirée et la

résine est lavée avec 10 mL de DCM distillé.

b. Couplage de 'amine 9
L’amine 9 en solution dans le DCM (553 mg, 1,33 mmol, 69 &.de la triéthylamine
distillée (168 mg, 1,66 mmol, 80 éq.) sont déposées argon et réparties sur la résine selon
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le méme mode opératoire que pour le CDI. La réeacgi alors laissée 22 h 30 a température
ambiante sur plaque d’agitation (vitesse 4). LaGRG est ensuite lavée par 25 mL de DCM,
le solvant résiduel est chassé sous flux d’argas lpuésine est séchée 30 min sous vide.

C. Evaluation du rendement de couplage de I'amine 9

Cing milligrammes de résine sont prélevés, pla@s dine colonne 1 umol et détritylés sur
synthétiseur selon le protocole usuel de détrigiatiu MMT. Ce protocole est légérement
adapté : la solution de MMT est collectée dans finle jaugée de 25 mL. Seul un volume
d’acétonitrile est passé pour rincer la colonne finl de la détritylation. La charge de la résine

est alors calculée selon la formule donnée ci desR&6.

A47g X volume (mL) x 1000

Charge (umold) =
56 (mL.cm>.mol™) x Mysine(MQ)
Le rendement obtenu est alors calculé simplemefdisant le rapport entre la charge initiale
de la résine et la charge apres couplage. Powg erftérience, la charge de la résine apres

couplage est de 41 pmolgsoit un rendement de 98%.

d. Capping de la résine apres couplage de I'amine 9

Les sites n'ayant pas réagi sont cappés sous atgmus agitation (vitesse 4) pendant 30 min
par un meélange de solutions de Cap Mix A @c THF 9:1 (1 mL) et de Cap Mix B :
THF : N-Melm : Pyridine (1 mL). La résine est ensuite éacpar de I'acétonitrile anhydre
(10 mL) et du DCM (10 mL) puis séchée sous un fiacgon.

e. Couplage du synthon spermine 8

Une solution de TCA 5% dans le DCM est passéeastégdine (40 mL) jusqu’a décoloration
totale de la résine. La résine est considérée cod@tgylée s’il n’y a pas réapparition d’'une
couleur jaune-orangée caractéristiqgue du cation Migiies 15 min en contact avec quelques
mL de solution de TCA. La résine est alors rincée ¢gu DCM (20 mL), de I'acétonitrile
(20 mL) puis a nouveau du DCM (20 mL). Apres dglation la résine est séchée une nuit
sous vide. Le DCM servant aux réactions est distitlséché sur tamis moléculaire activé 3 A
Une solution de DIPEA distillée 1,1 M dans du DCHstiélé est conservée sur KOH. Le

synthon8 et I'EDCI sont séchés respectivement une nuit et haure sous vide avant
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réaction. Une solution de DIPEA 1,1 M (2 mL) esssze sur la résine sous argon avant dépot
des réactifs. La thiouré®(183 mg, 160 umol, 8 éq.) dissoute dans du DCMI(1 ehI'EDCI

(170 mg, 880 pumol, 44 éq.) dissous dans une salad@DIPEA 1,1 M (800 pL, 880 umol,
44 éq.) sont mélangés et répartis sur la résinaideld’'une seringue. La réaction est alors
laissée a procéder a température ambiante pendamtsdus agitation (vitesse 4) et sous
argon. Les réactifs sont alors soutirés et la eéest rincée par du DCM (20 mL) puis par de
'acétonitrile (20 mL) puis a nouveau par du DCMn(k) avant d'étre séchée sous vide.

L’évaluation du rendement se fait de la méme faquom pour le couplage de I'amife

f. Capping de la résine apres couplage du synthon 8
Les sites n'ayant pas réagi sont cappés sont cagpés méme facon qu’apres couplage de
'amine9 (p.186), en modifiant seulement le volume de Cap Met Cap Mix B (1,5 mL

pour chaque solution).

Les couplages supplémentaires sont effectués agandmes quantités de réactifs, en suivant
les mémes étapes : détritylation, couplage, évialuatlu rendement, capping. Lorsque

I'évaluation du rendement est insatisfaisante,apét de couplage peut étre répétée avant

capping.

3. Synthese d'oligonucléotides sur support dT-CPG

a. Synthése de I'oligonucléotide

La synthese de décaméres 5-GCGATGCCAC-3’ sur lgyparts a été réalisée de facon
automatisée sur un synthétiseur d’oligonucléotidesytilisant des réactifs phosphoramidites
ADN standards. Les réactifs de cap, d’activationdmxydation sont les mémes que décrits
précédemment (p.181). Le support dC-CPG a été em@ppar les supports dT-CPG sur
lesquels a (ont) été couplée(s) la (les) spermin&@ns le cas de la synthése de supports
spermines a I'échelle de 20nol, quelques mg de résine correspondant envi@s-d pumol
sont placés dans une colonne vide adaptée au sigetivéd’oligonucléotides. La synthese est
effectuée en respectant le protocole standard wlinésse d’ADN. Le premier nucléotide est
couplé au support par un lien phosphoramidate. Pelar; le temps du premier couplage est

augmenté a 15 min: le cycle X est donc modifiéalph a prélever le premier nucléotide en
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position C du synthétiseur. Le rendement moyercpaplage pour ces syntheses est compris
entre 96,1% et 99,3%

b. Déprotection des Fmoc, Npeoc et cyanoéthyles

Les groupements Fmoc, Npeoc et cyanoéthyles s@nbtdgés par percolation au travers de
la colonne d'une solution de DBU 1M dans l'acétoleit (1 mL) pendant 4h a 8 h. La
colonne est ensuite rincée par 5 x 1 mL d’acétibmipuis séchée sous flux d’argon.
Alternativement, cette étape de déprotection deaggments Npeoc peut étre réalisée apres
décrochage de [Ioligonucléotide du support et diégotoon des bases. En ce cas,
I'oligonucléotide est lyophilisé aprés traitemeratr NH,OH 28%, puis suspendu dans une
solution de DBU 1M (30QuL) et placé sur plaque d’agitation (vitesse d’d@@ta7) pendant

18 h. Apres lyophilisation, I'oligonucléotide edbms purifié par cartouche PolyPak selon le

protocole classique.

C. Evaluation du décrochage d’oligonucléotides par trasement par DBU 1M
La solution de DBU 1M (1 mL) est récupérée et dépodans une fiole jaugée de 5 mL et
complétée au trait de jauge par du DCM. Aprés #gita 250uL de cette solution sont
également déposés dans une fiole jaugée (5 mLpraplétés au trait de jauge par une
solution de TCA 5%. On mesure alors I'absorbancecdi#e solution a 503 nm. Afin
d’évaluer le pourcentage de perte de l'oligonudatént il suffit de faire le ratio entre
'absorbance correspondant a la quantité d’oligtéuile perdue et I'absorbance totale des
DMT:

Aso3 nm(ON décroché) x 100

% de perte =
Aso3 nm(DMT final+ON décroché)

d. Décrochage du support et déprotection des bases

Le protocole suivi est identique a celui indiquégd.

e. Purification des oligonucléotides

Les oligonucléotides sont soit purifiés sur Polyladn respectant le protocole standard, soit
purifiées par HPLC semi-préparative. Le pic puri@ét alors le pic majoritaire possédant
encore son groupement DMT final.
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La purification par HPLC est effectuée sur HPLCs@il, en utilisant une colonne DNA Pac
PA100 semi-prep (9 x 250 mm). Le débit est fixéraldmin ™. L'élution est réalisée avec un
gradient d'une solution de KBr ,5 M 10% a 25% emif puis 25% a 35% en 10 min (NaOH
constant). La collection de fraction se fait deofa@utomatisée. Les fractions contenant le

produit sont rassemblées, neutralisées par del€aétique puis lyophilisées et dessalées.

f. Dessalage aprés purification par HPLC
L'oligonucléotide purifié en HPLC est dessalé sart@auche Glen Pak DNA en modifiant le
protocole standard de la fagcon suivante :
1. La fraction contenant I'oligonucléotide est dissdans 2 mL d’eau mQ
2. De l'acétonitrile (1 mL) puis une solution de TEAK =7 (1 mL) sont passés au
travers de la cartouche
L’oligonucléotide est chargé sur la colonne
De I'eau mQ (10 mL) est passée pour enlever les sel
Une solution aqueuse de TFA 2% (2 mL) est passeedgrityler I'oligonucléotide
Le TFA résiduel est rincé par de 'eau mQ (2 mL)

N o g bk~ w

L’'oligonucléotide est é€lué par une solution dacdde : eau mQ 50 : 50
supplémentée par de 'ammoniac aqueux 28% a raigo00 pL pour 10 mL de
solution (2-3 mL)

8. Les fractions contenant I'oligonucléotide sont essblées et lyophilisées.
L’oligonucléotide est ensuite dissous dans de @&y dosé en UV a 260 nm et conservé a
-20°C.

C. Synthése d'oligonucléotides conjugués en 3  (support

sarcosyl-succinyl-CPG)

1. Synthése du support sarcosyl-succinyl-CPG

a. Couplage de la Fmoc-sarcosine sur la lcaa-CPG
La Icaa-CPG (5,55 g, 136 umoljest laissée 24 h & activer dans une solution@ 5%
dans le DCM (75 mL). Le lendemain, la résine d8€&g et lavée par du DCM (75 mL) et de
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MeOH : Pyridine : Acétonitrile 1 : 1 : 1 (75 mL) isuséchée sous vide. La Fmoc-sarcosine
(2,04 g, 7,2 mmol, 10 éq.) mélangée a la Icaa-CBt&ém (5,55 g, 0,72 mmol, 1 éq.) est
séchée 1 h sous vide puis transvasée dans un .flBeoma pyridine (1,6 mL, 19,8 mmol,
27 €q.), du DIC (2,8 mL, 18,1 mmol, 25 éq.) et ddanhydre (12,5 mL) sont ajoutés au
milieu réactionnel. Le mélange est homogénéiséiad d'une spatule, puis le flacon est
fermé et placé sur plaque d’agitation (vitesse éldant 40 h a température ambiante. La
solution est alors rouge foncé, on note la présdeceristaux en forme d’aiguilles. La résine
est filtrée et rincée par du DMF (75 mL), par unlange de MeOH : Pyridine :
Acétonitrile 1 : 1 : 1 (75 mL) puis par de I'acétivite (20 mL). Malgré ces lavages, la résine

garde une couleur rose saumon. La résine est ers&ghée sous vide.

b. Evaluation du rendement de couplage de la sarcosine

Quelgues mg de CPG sont prélevés et deposées dari®le jaugée de 5 mL. Une solution
de pipéridine 20% dans le DMF est déposée sursiaggusqu’au trait de jauge et la réaction
est laissée 30 min a température ambiante. Aprési301 mL de cette solution est prélevé
pour dosage a 300 nm. Pour calculer la charge disiiae aprés couplage, il suffit de calculer
le nombre de moles de 9-methylfluorene libéréesgaport a la quantité de support engagée
(€300 nm= 7800 mot'.cni™.L).

Asgo X Volume (L)

Charge (umol.d@) =
Mresine(MQ) X €300

La premiére évaluation de la charge de la résiheled10 pmol.d, soit un rendement de
80%. Afin d’avoir un support optimal, un deuxiéemeuplage est effectué selon le méme
protocole pour augmenter le rendement de couplagecharge de la résine atteint alors

127 pmol.g*, soit un rendement de 97,5%.

C. Déprotection des groupements Fmoc

La résine est placée dans un flacon et mise souatiag 45 min dans une solution de
pipéridine 10% dans de la pyridine (20 mL). La mésest ensuite filtrée et rincée par un
mélange de MeOH : Pyridine : Acétonitrile 1 : 1 :(I5 mL) puis par de [l'acétonitrile
(20 mL).
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d. Couplage du succinate 10

Le succinatedl0 (3,1 g, 7 mmol, 10 éq.), de la pyridine (1,6 m@,8Lmmol, 28 éq.) et du DIC
(2,8 mL, 18,1 mmol, 25éq.) dissous dans du DMF,51fL) sont mélangés a la
sarcosyl-CPG (5,59, 127 pmofg 0,7 mmol, 1éq.). La réaction est laissée 40h a
température ambiante sur plaque d’agitation (vt&dsLa résine est ensuite filtrée et rincée
par du DMF (75 mL), par un mélange de MeOH : Pyedi Acétonitrile 1:1:1 (75 mL)
puis par de l'acétonitrile (20 mL) et séchée soide.vL’'évaluation du rendement est
effectuée de la méme facon qu’'apres couplage dertasine (p.192). Le rendement estimé

par cette méthode s’éleve a 95%, soit une charge darcosyl-succinyl-CPG s’élevant a

120 pmol.g".
2. Couplage de la spermine 8
a. Déprotection des fonctions amines

Le support sarcosyl-succinyl-CPG (300 mg, 12@ol.g*

, 36umol) est placé dans une
colonne Pierce centrifuge 5 mL et mis sous agitatio dans une solution de pipéridine 10%
dans le DMF (3mL). La résine est ensuite filtrée rencée par un mélange de
MeOH : Pyridine : Acétonitrile 1 : 1 : 1 (20 mL) igupar du DCM (10 mL) et séchée sous

vide.

b. Couplage de la spermine 8

L’activateur EDCI (272 mg, 1,41 mmol, 40 €q.) etthéourée8 (330 mg, 29Qumol, 8 éq.)
mélangée a la CPG (300 mg, }2@ol.g*, 36pmol, 1 éqg.) sont séchés 45 min sous vide
avant couplage. L’'EDCI et de la DIPEA (248, 1, 41 mmol, 40 €g.) sont alors dissous dans
du DCM distillé (2,5 mL) avant d’étre déposée smiélange résine/thiour& Le milieu
réactionnel est homogénéisé, puis la réaction astde 24 h a procéder a température
ambiante, sous argon et sous agitation (vitessee8yendement est évalué en prélevant et

détritylant quelgues mg de résine.

A47g X volume (mL) x 1000

Charge (umol.d) =
56 (mL.cn-.mol™) X Mesine(MQ)
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Ce support ayant une charge particulierement physoitante que les supports précédents,
tous les couplages de thiourBeont été effectués deux fois avant les étapesageet de

détritylation. Les couplages successifs sont affecten adaptant le protocole décrit aux
guantités engagées, en respectant bien entendwnidre d'équivalents de chacun des

réactifs.

C. Capping de la résine aprés couplage de la spermiBe

Les sites n'ayant pas réagi sont cappés sous atgamus agitation (vitesse 4) pendant 2h par
un mélange de solutions de Cap Mix A:,@c THF 9:1 (1 mL) et de Cap Mix B:
THF : N-Melm : Pyridine (1 mL). La résine est ensuite éacpar de I'acétonitrile anhydre
(20 mL) et du DCM (20 mL), séchée par un flux damg

d. Détritylation de la résine

Une solution de TCA 5% dans le DCM est passéeastédine jusqu’a décoloration totale de
la résine. La résine est considérée comme dégi/iEn’y a pas réapparition d’une couleur
jaune-orangée caractéristique du cation MMT apBemih en contact avec quelques mL de
solution de TCA. La résine est alors rincée paD@M (20 mL), de I'acétonitrile (20 mL)

puis a nouveau du DCM (20 mL) et séchée sous vide.

e. Couplage de la molécule thiourée 13
Le couplage est effectué de la méme facon que [@wouplage de la thiouré® en
respectant le méme nombre d’équivalents (p.193mByenne, le rendement de couplage de

la moléculel3 sur les supports 1S, 2S, 3S est de 90%.

3. Synthese de I'oligonucléotide

La synthése de décameéres 5-GCGATGCCAC-3’' sur lggparts a été realisée de facon
automatisée sur un synthétiseur d’oligonucléotidesytilisant des réactifs phosphoramidites
standards. Les réactifs de cap, d'activation ouxytlation sont les mémes que décrits
précédemment (p.181). Le support dC-CPG a été mm@plar les supports sarcosyl-succinyl
sur lesquels ont été couplées la (les) spermired(E molécull3 qui permet l'introduction

d’'une fonction terminale alcool protégée. La syaéhe’effectue en doublant, par rapport au
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protocole standard, les quantités d’activateureepldosphoramidites injectées ainsi que les

temps de couplage.

a. Déprotection des Fmoc, Npeoc et cyanoéthyles
Les groupements Fmoc, Npeoc et cyanoéthyles s@notdgés par percolation au travers de
la colonne d’'une solution de DBU 1 M dans l'acétale (1 mL) pendant une nuit jusqu’a

4-5 jours. La déprotection s’effectue a températumbiante dans le noir.

b. Evaluation du décrochage d’oligonucléotides par trsement par DBU 1M

La solution de DBU 1 M (1 mL) est récupérée et d&aodans une fiole jaugée de 5 mL et
complétée au trait de jauge par une solution de @A Aprés agitation, 250L de cette
solution sont également déposés dans une fiolee@(lgmL) et complétés au trait de jauge

par une solution de TCA 5%. On mesure alors I'diimoce de cette solution a 503 nm.

A47g X volume (mL) x 1000

Q* perdue (umol.g) =
76 (mL.cm™.mol™) x Mgsine(MQ)

Afin d’évaluer le pourcentage de perte de I'oligoéotide, il suffit de faire le ratio entre

guantité d’oligonucléotides perdue et la chargswjaport :

Q" perdue (umold) x 100

% de perte =
Charge de la résine en ON (umot)g

C. Décrochage du support et déprotection des bases
La résine est versée dans un tube eppendorf eeligém dans une solution ammoniaquée
agueuse 28% (0,5 mL) pendant une nuit a 55°C.

d. Purification des oligonucléotides

Le protocole utilisé est identique a celui donriop.

e. Dessalage aprés purification HPLC

Le protocole utilisé est identique a celui donrfp.
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4. Test de déprotection des groupements Npeoc sur support solide

a. Détermination du coefficient molairegsos nmdu nitrostyrene dans I'acétonitrile
A partir d’'une solution mére de nitrostyréne 1 mMng I'acétonitrile sont réalisés les

échantillons suivants (volume final =1 mL) :

Echantillon Concentration (uM) | Volume de solution Volume
mere prélevé (uL) | d’acétonitrile (uL)
1 10 10 990
2 20 20 980
3 30 30 970
4 40 40 960
5 50 50 950

Un dosage UV des différentes solutions entre 280etm400 nm permet d’établir un
maximum pour une longueur d’onde de 303 nm. Laegdatla droite obtenue pour le tracé de
Asos = f(concentration) représente le coefficient diestion molaire€sos nm du nitrostyréne

dans I'acétonitrilegsgz nm= 12809 L.molt.cm™.

b. Suivi de la déprotection des Npeoc sur support sdi en fonction du temps

Sur un support solide comprenant 4 spermines @#Q)3 dont la quantité de nitrostyrene a
libérer est estimée a 10 umol, est versée unei@olde DBU 1M (400 pL). Aux intervalles
de temps suivants : t+15 min, t+30 min, t+1h, t+2Hh, t+19h, 10 uL de solution sont
prélevés et complétés par QSP 100 pL d’acétonitrichantillon est alors dilué & nouveau
au 1/100 (10 uL dans QSP 1000 pL d’acétonitrile) puis desdJV a 303 nm. Il est alors

possible de calculer le nombre de moles de nitresgylibérées en fonction du temps.

A303 nm X (V. - 10 k)

Nhitrostyrene =
€303 X |

ou V, est le volume initial (40QL), k est le nombre de prélevements effectués, leesajet

optique de la cuve UV.
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D. Caractérisation des oligonucléotides conjugués a des

guanidino-spermines

1. Caractérisation en masse

Comme cela a été rapporté précédemment (p.16Q)ligemucléotides ont été caractérisés en
masse par ESI ou MALDI-TOF.

2. Caractérisation par HPLC
Les oligonucléotides ont tous été caractérisé$paiC selon les conditions suivantes :

1. Oligonucléotides conjugués modifiés en 5’ : la oole utilisée est une colonne DNA
Pac 100 analytigue (4 mm x 250 mm). L'échantillost elué avec un débit
del mL.min® grace un gradient en solution de NaCl 1M : 30%0&% en 20 min,
avec un régime isocratique en N&{1 M + 10% d’acétonitrile.

2. Oligonucléotides conjugués modifies en 3’ : la oole utilisée est une colonne DNA
Pac 100 analytique (4 mm x 250 mm). L’échantillost €lué avec un débit de
1,5 mL.min” grace un gradient en solution de KBr 1,5 M : 10268 en 5 min, 25%

a 35% en 10 min, avec une concentration en NaOKtaote (25 mM).

3. Mesures des températures de fusion

a. Mesure des T, en présence de [NaCl] = 150 mM

Les échantillons sont préparés dans un tampon HERES8M, NaCl 150 mM. Les deux
brins sont ajoutés de fagcon a avoir une concealrafinale de UM en duplex. Les
échantillons sont ensuite chauffés 20 min. a 9%fQesspectrophotometre dans des cuves en
quartz (1 mL) puis refroidis & 20°C & une vitesseDgZ°C.min". L'acquisition des données
est effectuée tous les 0,5°C. La montée en températsqu’a 90°C s’effectue par la suite a
la méme vitesse, avec le méme délai d’acquisitiem données. Les résultats sont ensuite

traités avec le logiciel Thermal (Cary WinUV, Var)a
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b. Mesure des T, en présence de [NaCl] = 50 mM

Les échantillons sont préparés dans un tampon HERESM, NaCl 50 mM. Les deux brins
sont ajoutés de fagcon a avoir une concentraticaldide 2uUM en duplex. Les échantillons
sont ensuite chauffés 20 min a 95°C sur le speottgmetre dans des cuves en quartz
(1 mL) puis refroidis & 20°C & une vitesse de 0,@fiE™. L'acquisition des données est
effectuée tous les 1°C. La montée en températwguja 90°C s’effectue par la suite a la
méme vitesse, avec le méme délai d’acquisitionddesées. Les résultats sont ensuite traités
avec le logiciel Thermal (Cary WinUV, Varian).

V. SYNTHESE D’OLIGONUCLEOTIDES POUR CORRECTION DE

L’EPISSAGE ALTERNATIF

A. Synthese des oligonucléotides cationiques

1. Synthése d'oligonucléotides 2’-OMe phosphorothioates conjugués

Les oligonucléotides sont synthétisés de facon naatisée sur un synthétiseur
d’oligonucléotides en utilisant des phosphoram&i®RN 2’-OMe : le phosphoramidite
2’-OMe-Pac-A-CE, le phosphoramidite 2-OMe-Ac-C-CE,le  phosphoramidite
2’-OMe-iPr-Pac-G-CE et le phosphoramidite 2’-OMedE, auxquels s’ajoutent le
phosphoramidite spermine. Les réactifs 2-OMe (f),Sont dissous dans de I'acétonitrile
anhydre (10 mL) alors que la spermine (0,5 g) estodite dans 6 mL d’acétonitrile. Toutes
les phosphoramidites sont séchés une nuit sur taoliculaire. Les supports adoptés pour la
synthése ne sont pas 2-OMe, il s'agit de la dA-CRIE-CPG, la dT-CPG. ). Les
oligonucléotides marqués par la fluorescéine ([CBJF0 et $JON705]Fluo) ont été
synbthétisés par Mitsuharu Kotera, en utilisansupport 6-fluorescéine carboxamide CPG.
L’activateur employé pour ces syntheses est le Bd Teactif de sulfuration est le réactif de
Beaucage (3H-1,2-Benzodithiole-3-one-1,1-dioxidé&sous dans l'acétonitrile anhydre a
raison de 1 g pour 100 mL, les réactifs de cap BagtO dans le THF (cap Mix A) et la
N-méthylimidazole dans le THF et la pyridine (1::8 cap Mix B). Les synthéses sont

effectuées en modifiant le protocole standard difoj: 1) Le volume d’acétonitrile aprés le
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cycle de detritylation est augmenté a 4 mL, 2) éms de sulfuration est de 3 min, 3) le
cycle de cap est allongé a 3 min, 4) la quantit§mmine phosphoramidite pour la jonction
oligonucléotide-polyamine est multipliée par deuxleetemps de couplage des spermines
s’éleve a 15 min. Chaque synthese est accomplgastant le DMT final pour purification

ultérieure des oligonucléotides.

2. Déprotection des oligonucléotides et décrochage du support

La résine comportant I'oligonucléotide est trang@eadans un tube eppendorf a vis et 0,5 mL
d’'une solution d’'ammoniac concentré 28% est ajoukg@eréaction est laissée une nuit a

température ambiante.

3. Purification des oligonucléotides

Les oligonucléotides sont purifiés sur cartouchlyfPak I en modifiant le protocole standard
de la facon suivante : I'élution des séquencesqtréas est effectuée par une solution
d’ammoniac diluée au 1/i@t I'élution finale des composés détritylés estlisée par une
solution d’acétonitrile 20% (1 mL) puis par une wmn d’ammoniac diluée au 1A@2

x 1 mL). Les fractions contenant I'oligonucléotisient alors rassemblées et lyophilisées puis
dissoutes a nouveau dans de I'eau mQ pour dosag§p/ed 260 nm. Les oligonucléotides

sont ensuite conservés a -20°C.

B. Caractérisation des oligonucléotides sur gel PAGE

Cette caractérisation a été effectuée par Marcibskth

Chaque oligonucléotide (400 pmol) est déposé sgeliprécoulé Criterion™ XT de gradient
4-12% Bis-Tris (Bio-Rad Laboratories, Hercules, C&) mis a migrer sur un systeme
Criterion™ Cell (Bio-Rad) pendant 100 min a 90V, @Bsence de tampon de migration XT
MES. Les photos des gels sont prises aprées incubgiindant 30 min dans un bain de

bromure d’éthidium dans de I'eau mQ.
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C. Biologie cellulaire

Toutes les expériences de biologie cellulaire the&ectuées par Marc Nothisen.

La lignée cellulaire HeLa pLuc705 a été transfeadéemaniére stable avec un plasmide
pLuc/705 dans lequel I'intron 2 muté 1IVS2-705 dellalobine observé dans les cas de
3-thalassémie a été inséré dans le gene de lgéram#, ce dernier servant de gene reporter.
Les cellules ont été mises en culture dans du unDalbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (Eurobio, les Ulis, France) en présence 8e% de sérum foetal de bovin (FBS)
(Perbio, Brebieres, France), de 100 U/mL de pdmiejl de 100 pg/mL de streptomycine
(Eurobio), et de 200pg/mL d’hygromycin B (InvitrogeCarlsbad, CA).

1. Pénétration cellulaire d’un oligonucléotide cationique fluorescent

Des cellules HeLa pLuc705 sont ensemencées 24rt Begpérience, dans des chambres de
culture quatre puits (Lab-Tek 155383, Thermo-sdfieh@ raison de 5.10cellules par puits,
dans du milieu DMEM supplémenté avec 10% de séranvahu fcetal. Les cellules sont
ensuite incubées en présence d'oligonucléotidesordiicents ([ON-705]fluo et
[ON-705]fluo) dilués dans 0,3 mL de milieu sansuséra des concentrations de 0,4 uM et
1 uM. A 45 min, 2 h et 4 h, le milieu de culturé emmplacé par 0,5mL de MEM sans rouge
de phénol et les cellules sont observées sous urosobpe a épifluorescence (Axiovert,

Zeiss, NY, Etats-unis).

2. Etude de la spécificité et de I'efficacité des oligonucléotides antisens
cationiques
a. Essais de transfection

Vingt quatre heures avant transfection des oliglgaticles cationiques sans vecteurs, les
cellules sont ensemencées a raison de*Bdllules par puits dans 1 mL de milieu DMEM
complet avec 10% de sérum dans des plaques 24 pudst dép6t des oligonucléotides, le
milieu complet est enlevé et remplacé par 300uindieu DMEM sans sérum dans lequel les

oligoribonucléotides cationiques ont été préalakleindilués a la concentration souhaitée.
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Tous les essais sont réalisés en triplicats (ouiciip pour I'expérience supplémentaire de
détermination des concentrations optimales pouigbaucléotide $[ON-705]). Aprés 4 h
d’incubation, 700 pL de milieu complet contenant3®4 de sérum sont ajoutés et les cellules
remises en culture a 37°C en présence de 5% de (Cfhe en serun= 10%). Au temps

souhaité, chaque échantillon cellulaire est lysésdas conditions données ci-apres.

b. Dosage des protéines cellulaires et quantificatiote I'expression de la luciférase
Apreés élimination du milieu de culture, les celkigont rincées par du PBS (phosphate buffer
saline, 2 x 1 mL) puis lysées avec 100 pL/puitgashepon de lyse (Promega, Charbonnieres,
France), a température ambiante, pendant 30min.l\iseds sont collectés et centrifugés
pendant 5min a 17000 x g. La mesure de l'activééalluciférase s’effectue sur 10 pL de
surnageant, auxquels sont ajoutés 50 uL de soludmnuciférine (Promega), dans un
luminometre Centro LB960 (Berthold).

La mesure des protéines totales s’effectue a I'dida kit BCA (Uptima, Interchim). Une
gamme de concentrations en BSA (albumine sériquendp est préparée afin de servir
d’étalonnage (15 pL de tampon de lyse sont ajopdés chaque échantillon de BSA). Pour
nos échantillons, 15 pL de lysat sont prélevésrat.lde BCA mix est ajouté. Les solutions
ainsi préparées sont chauffées 30 min a 60°C msgéas en UV a 562 nm a l'aide de cuves
en plastique. L’activité finale de la luciférase esprimée en RLU (relative light units) par
milligramme de protéines cellulaires totales (RLIJ/mrotéines), rapportées aux RLU/mg
protéines de la lignée HelLa pLuc705. Le rapportwddsurs est exprimé en pourcentage par

rapport a chaque point de la lignée non-traitée.

3. Etude cinétigue des oligonucléotides antisens cationiques aux

concentrations optimales

a. Essais de transfection

Vingt quatre heures avant transfection des oliglgaticles cationiques sans vecteurs, les
cellules sont ensemencées a raison de*Bdlules par puits dans 1 mL de milieu DMEM
complet avec 10% de sérum dans des plaques 24 pudst dép6t des oligonucléotides, le
milieu complet est enlevé et remplacé par 300undieu DMEM sans sérum dans lequel les
oligoribonucléotides cationiques ont été préalaklendilués a la concentration souhaitée.
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Tous les essais sont realisés en duplicats. Apred’hcubation, 700 uL de milieu complet
contenant 14,3% de sérum sont ajoutés et les eglheimises en culture a 37°C en présence
de 5% de CQ(Ciinate en sérun= 10%0). Aprés 11 h, 21 h et 45 h, un duplicat liegcie condition
est lysé dans les conditions données ci-apres,coniserveé a -80°C. Aprés 69 h, les cellules
contenues dans la derniere plaque 24 puits, seBesaau PBS, décollées avec 50uL de
trypsine, reprises dans du milieu DMEM completéxarties dans de nouvelles plaques 24
puits, de maniére a obtenir un duplicat par plaooear chaque condition. Aprés 76 h, 95 h,

118 h et 142h, un duplicat de chaque conditiohysstcomme suit.

b. Dosage des protéines cellulaires et quantificatioctte I'expression de la luciférase
Le dosage des protéines cellulaires et la quaatifio de I'expression de la luciférase
s’effectuent de la méme facon que pour l'étude aespécificité des oligonucléotides

cationiques (p.201).

V. OLIGONUCLEOTIDES LIPOPHILES CATIONIQUES

A. Synthese des siRNAs cationiques lipophiles

La synthese et la purification des siRNAs catiorgjlipophiles ont été réalisées par Jérémy

Bagilet.

a. Synthése des siRNAs cationiques lipophiles

La synthese des oligonucléotides ARN cationiqugopliiles a été réalisée de facon
automatisée sur synthétiseur d’oligonucléotidespitatocole standard de synthése d’ARN a
'échelle d’lumol a été modifié de facon a ce que: 1) le voluiaeétonitrile de ringage
apres passage de la solution de TCA soit augmealénie total de la fraction de DMTca

4 mL) pour récupérer correctement tout le DMT,&}dmps du cycle de cap soit rallongé a
3 min, 3) le temps de couplage de la spermineasaitu (4 min), 4) le temps de couplage des
phosphoramidites 5’-cholesteryl-TEG ou spacer $bit augmenté a 15 min. La séquence
GL3ss programmeée pour la synthése des oligonudEot®RN correspond aux nucléotides

154 a 172 du gene modifié de la luciférase dedmle Photinus Pyralis. Cette séquence est la
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suivante : 5-CUU ACG CUG AGU ACU UCG ATT-3'. Toukes oligonucléotides ont été
synthétisés en conservant le DMT final pour puaificn ultérieure. Les rendements de
couplages moyens étaient >97% pour le couplagauadsotides ARN (protection TOM) et
>95% pour le couplage des spermines ainsi que ddgioations lipidiques cholesteryl et £

(ces derniers rendements de couplage ont été ssditeide de colonnes tests).

b. Clivage du support et déprotection
Le clivage des oligonucléotides du support et lproi@ction des bases et 2’-OH ont été

accomplis selon le protocolettp://www.glenresearch.com//GlenReports/GR19-2 galfiné

par le fabricant, avec pour seule modification]ldiagement a une nuit de la durée de
déprotection par le mélange EMAM. Pour la purificat les modifications suivantes sont
apportées au protocole standard (manuel Glen-Pakiffridges): avant de déposer
I'oligonucléotide, 1 mL d’acétonitrile et 1 mL delstion de TEAA pH = 7 sont passés sur la
colonne, et I'élution finale a été effectuée par :

1. une solution NH (1/20): acétonitrile 70:30 pour ChalGL3ss] et

(C12)2S30GL3ss] suivie par une neutralisation a I'acidetagée 2,5M (50uL),

2. une solution 0,07 M NKCOs/70 % acétonitrile pour Chol[GL3ss],

3. une solution 0,07 M NKCO3/30 % acétonitrile pour les autres échantillons.
Les fractions contenant I'oligonucléotide sont oegrées et lyophilisée sur un évaporateur
Speed Vacc. L'oligonucléotide est alors dissousdimnl’eau « RNAse free », dosé en UV a
260 nm P55 puis conservé a — 80°C. Les oligonucléotides GL&aGL3ss sans spermines
ni parties lipophiles ont été fournis par la sc&igturogentec.

C. Hybridation des siRNAs

Les duplex suivants 385L3, CholSoGL3, C2S30GL3, (Ci2)2S30GL3, CholGL3, G.GL3,
(C12)2GL3 et le duplex témoin GL3 ont été réalisés pdoris\ation des brins sens GL3ss
lipophiles et/ou cationiques avec le brin antis@is8as dans de I'eau « RNAse free » par
chauffage a 93°C pendant 2 min puis refroidissenanit a température ambiante pendant
1 h. La concentration finale en solution mére dmqcie siRNA est de 20M.
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B. Caractérisation des oligonucléotides

1. Analyse par gel d’éléctrophorese

Un gel d’élecrophorése a été réalisé pour caraeteet vérifier la pureté des oligonucléotides
conjugués et des duplex correspondants. Pour 2etapmol d’ARN simple/double brin(s),

respectivement 5 uL et 10 uL de solution sont ng#anavec du tampon de Laemmli
(respectivement 5 pL et 10 L, dilution finaletdmpon : 1/29 puis déposés dans les puits
d’un gel bis-Tris de gradient 4-12% (Invitrogena6d Island, NY, Etats-Unis). La migration

du gel est accomplie en condition dénaturante emiiQoour une tension de 120 V, a l'aide
d'un appareillage Xcell SureLockTM Mini cell (Inwitgen), en utilisant un tampon de
migration MOPS SDS 1x (Invitrogen). Le gel est etestevélé par UV et par marquage au

bromure d’éthidium.

2. Observations en microscopie électronique en transmission

Les observations en microscopie électronique oétrétlisées par Jean-Serge Remy et

Emmanuelle Morin.

a. Caractérisation des siRNAs

Les échantillons contenant les siRNAs (10 uL, 100 rdans un milieu sans sérum
(Opti-MEM, Invitrogen, Grand Island, NY, Etats-Upisont absorbés pendant 1 min sur grille
de cuivre recouverte d'un film de formvar 300 m¢$kd Pella, Redding, CA, Etats-Unis).
L’exces de solvant est absorbé a I'aide de papieatian en prenant soin de ne pas toucher
la surface de la grille. Les échantillons sont @asmarqués par une solution agqueuse
d’acétate d’'uranyle 2% pendant 20 s avant d’étsenk&s en microscopie électronique.

b. Caractérisation de I'association des siRNAs catiogues lipophiles a I'albumine

De facon identigue aux expériences de biologieulzeie, les siRNAs sont pré-associés a
lalbumine a une concentration de 600 nM pendant n3@utes. Deux concentrations
différentes en albumine ont été testées dans erftérience : 10 mg.mt, comme pour les

expériences en biologie cellulaire, et 0,1 mg:mBprés 30 min, les échantillons sont dilués
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a 100 nM par de I'Opti-MEM (Invitrogen) et déposésrr les grilles comme décrit

précédemment.

3. Caractérisation par spectrométrie de masse

Les oligonucléotides cationiques lipophiles ont &téntifiés en masse par MALDI-TOF

comme indiqué précédemment (p.160).

C. Biologie cellulaire

Les cellules utilisées sont des cellules A549 (paroe pulmonaire humain ; réf. ATCC :
CCL-185) transformées a l'aide d’'un plasmide pGLS8LClontech, Mountain View, CA,
Etats-Unis) transfecté par du jetPEI (Polyplusgfaation, lllkirch, France) pour exprimer de
facon stable le gene GL3 de la luciférasePti@tinus pyraliset un gene de résistance a un
antibiotique, sous le contréle du promoteur SV4@s Cellules adhérentes recombinantes,
appelées A549Luc, sont cultivées a 37°C, sous 5% @¢ dans du milieu RPMI 1640
(Eurobio, Courtaboeuf, France) contenant de lautaghine (2 mM), complété par 10% de
sérum de veau foetal (Perbio, Brebiéres, France),Ul®L™ de pénicilline (Eurobio),
100pg.mL™ de streptomycine (Eurobio). Elles sont maintensmiss pression de sélection
avec 0,81g.mL™" de I'antibiotique aminoglycosidique G-418 (Promega

1. Expérience en I'absence de sérum

Vingt-quatre heures avant le début de I'expériete®,cellules sont ensemencées dans des
plaques 24 puits (Réf. 3526, Corning, NY, Etatsymi raison de 25000 cellules par puits
dans 1 mL de milieu RPMI contenant 10% de sérunvesri foetal et laissées a incuber a
37°C. La quantité requise de siRNAs est dissouiedsms 100 pL de milieu sans sérum
Opti-MEM (Invitrogen) soit dans 100 pL d’une soduii filtrée (0,2 um) d’albumine (Réf.
A2153, Sigma, Lyon, France) dans de I'eau « RNAse $ & 10 mg.mt. Pour favoriser
'association des siRNAs cationiques lipophiles caValbumine, ces derniers échantillons
sont préalablement mélangés a la protéine et isc@0émin avant dépot sur les cellules.

Chaque échantillon est réalisé en duplicat. Unrotepositif est réalisé par transfection de
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SIRNAS GL3 (Gnale = 10 nM) dilués dans 100 pL d’Opti-MEM et compependant 10 min
avec 1,2 uL d’'un vecteur de référence : I'INTERRERI(Polyplus-Transfection, llIkirch,
France). En présence d’albumine, ce témoin esséabmme suit : la quantité nécessaire de
SsiRNAs est mise a complexer avec 1,2 uL d'INTERRFERIipendant 10 min puis est diluée a
100 pL par la solution d’albumine & 10 mg:Thet laissée 30 min & interagir. Avant dépét des
échantillons dans les puits, le milieu complet resiré et remplacé par 0,5 mL de milieu
RPMI 1640 sans sérum apres rincage des puits pRB&u(2 x 1 mL, Eurobio, Courtaboeuf,
France). Aprés 4 h d’incubation a 37°C en présatee siRNAs, 0,5 mL de milieu RPMI
contenant 20% de sérum est déposé sur les celldsglaques sont alors laissées a 37°C, en
présence de 5% de GQusqu’'a t+48 h.

2. Expérience en présence de sérum

Les expériences en présence de sérum ont été ézgae la méme facon qu’en absence de
sérum. La seule modification notable par rapporpnocole précédent vient du fait que les

cellules sont dans 0,5 mL de milieu RPMI avec 1@sérum de veau feetal avant ajout des
siRNAs. Par souci d’homogénéité avec les conditexy®rimentales sans sérum, 0,5 mL de

milieu RPMI contenant 10% de sérum est a nouveaut@ppres 4 h d’'incubation a 37°C.

3. Analyse de la luciférase et dosage des protéines cellulaires

Aprées avoir enlevé le milieu de culture, les celfusont rincées avec du PBS (2 x 1 mL) puis
lysées avec 100L de tampon de lyse 1x (Cell Culture Lysis Readentlilué dans de I'eau

« RNAse free »), Promega, Charbonnieres, Franteingérature ambiante pendant 30 min.
Les lysats sont collectés puis centrifugés a 120@@endant 5 min.

L'expression de la luciférase est quantifiée grace photons émis lors de la réaction
enzymatique entre la protéine et son substratud#érine (Luciferase Assay Substrate,
Promega, Charbonniéres, France). La mesure est effectuée grace a un luminométre
Centro LB960 (Berthold, Thoiry, France) en prélévanuL de surnageant provenant des
lysats centrifugés et en leur ajoutant 50 pL deéfddoe. L'expression de la luciférase est
alors exprimée en RLU intégrées pour 10 s par mgrd&ines cellulaires (RLU.MY. Le
pourcentage d’expression du géne de la luciférasecaculé par rapport a I'activité des

cellules A549Luc témoins, non transfectées.
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La quantité en protéines solubles est mesurée eallgda par dosage avec l'acide
bicinchoninique (kit BC Assay, Uptima, Interchim,oktlugon, France). Une gamme de
concentration en BSA (sérum albumine bovine) egparée afin de servir d’étalonnage
(15 uL de tampon de lyse sont ajoutés pour chadgimeanéllon de BSA). Pour nos
échantillons, 15 pL de lysat sont prélevés et 1dalBCA mix est ajouté. Les solutions ainsi
préparées sont chauffées 30 min a 60°C puis daséésV/ a 562 nm a l'aide de cuves en

plastique.
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Abréviations

Abréviation Signification
A Adénine
A Absorbance
AAV Virus adéno-associé
Ac Acétyl
AcOEt Acétate d’éthyle
Ac,0 Anhydride acétique
ADN Acide désoxyribonucléique
APCI ionisation chimique a pression atmosphérique
ARN Acide ribonucléique
ARNmM Acide ribonucléique messager
ARNt Acide ribonucléique de transfert
as brin antisens
ATCC American Type Culture Collection
BCA Acide bicinchonique
Boc tert-butyloxycarbonyle
BSA Albumine sérique bovine
BTT 5-benzylthio-1H-tetrazole
C Cytosine
C Concentration
cV Carbone quaternaire
CCM Chromatographie sur couche mince
CDI Carbonyl diimidazole
Chol Cholesteryl
cPG Controlled pore glass
(matrice de verre a taille de pore contrdlée)
cpp Cell-penetrating peptide
(peptide de pénétration cellulaire)
CyH Cyclohexane
d doublet
DBU 1,8-Diazabicycloundec-7-éne
DCM Dichlorométhane
DEPT Distortionless Enhancement by Polarizatiom3ter
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Abréviations

Abréviation Signification
DIC Diisopropyl carbodiimide
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DIPEA Diisopropyléthylamine
DMAP Diméthylaminopyridine
DMT Diméthoxytrityle
DNG Deoxynucleic guanidine
DOGS Dioctadécylamidoglycyl spermine
DOTAP 1,2-Dioleoyl-3-triméthylammonium propane
DOTMA N-[1-(2,3-Dioleyloxy)propyl]N,N,N-triméthylammonium
DOSPER 1,3-Dioleoyloxy-2-(6-carboxyspermyl)-propyide
€ Coefficient d’extinction molaire
EDCI 1-Ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
Effet EPR Effet de perméabilité et de rétention laong&
EMAM Méthylamine éthanolique/Méthylamine aqueuse
ESI lonisation électrospray
Ex Exemple
Fmoc 9-Fluorenylméthoxycarbonyle
G Guanidine
GS Guanidinospermine
HRMS Spectrométrie de masse a haute résolution
HSPG Héparane sulfate protéoglycane
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
IR Infrarouge
I Longueur du trajet optique
lcaa Long chain alkylamino
LNA Locked Nucleic Acid
m Multiplet
MALDI lonisation désorption laser assistée par matr
N-Melm N-méthylimidazole
MeOH Méthanol
MEM Modified Eagle Medium
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Abréviations

Mes 2,4,6-triméthylphényle
Abréviation Signification
MES Acide 2-N-morpholino)-éthanesulfonique
MET Microscopie a transmission d’électron
MGB Minor Groove binder (molécule de liaison auifpstion)
MiRNA Micro-RNA
2’-MOE 2’-O-Méthoxyéthyle
MOPS Acide 34-morpholino)-propanesulfonique
MMT Monomeéthoxytrityle
MS Spéctrométrie de masse
MSD détecteur sélectif de masse
N Nucléotide
n.d. non déterminé
Npeoc 2-(4-nitrophényl)-éthoxycarbonyl
2'-OMe 2'-O-Méthyle
Pac Phénoxyacétyle
PacO Anhydride phénoxyacétique
PAGE PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
PAMAM Polyamidoamine
Pbf 2,2,4,6,7-pentaméthyldihydrobenzofurane-5-sfi®
PBS Tampon phosphate salin
PCR Réaction en chaine par polymérase
PEG Polyétéhylene glycol
PEI Polyéthyléneimine
PKC Protéine Kinase C
PMA Acide phosphomolybdique
PMO Morpholinos phosphorodiamidates
PNA Peptide Nucleic Acid
Pri-miRNA micro ARN primaire
Pre-miRNA micro ARN précurseur
PS Phosphorothioate
o} Quadruplet
QSP Quantité Suffisante Pour
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Abréviations

R Rendement
Abréviation Signification
Réf. Référence
RISC RNA-Induced Silencing Complex
RLU Relative light units
RMN Résonance Magnétique Nucléaire
Rmoy. coupl Rendement moyen de couplage
S
S Spermine
SDS Sodium Dodécyl sulfate
SshRNA Short hairpin RNA
SiRNA Small interfering RNA
Ss Brin sens
t
T
TBDMS tert-Butyldimethylsilyle
TCA Acide trichloroacétique
TEG Triéthylene glycol
TFA Trifluoroacétyle/acide trifluoroacétique
TFO Triplex Forming Oligonucléotide
TOF Temps de vol
Tm Température de fusion
TMS Triméthylsilane
U
VIH Virus de 'immunodéficience humaine
ZNA Zip Nucleic acid
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Résumé

Ce travail porte sur la synthese et I'évaluation d’oligonucléotides conjugués a des polyamines.
Dans un premier temps, une polyamine naturelle, la spermine a été couplée répétitivement a
'extrémité 3’ d'un oligonucléotide grace a une nouvelle stratégie de conjugaison: la
formation d’'une liaison guanidine inter-spermines. Jusqu’'a 3 résidus polyaminés ont ainsi été
ajoutés a un décameére. Ces conjugués présentent une affinité améliorée pour des
oligonucléotides de séquences complémentaires. Toutefois, leur synthése demande a étre
perfectionnée pour obtenir des composés de charge globale cationique. Dans un deuxiéme
temps, des oligonucléotides antisens présentant un squelette modifie 2-OMe
phosphorothioate ont été couplés en 5’ a des spermines par la chimie des phosphoramidites.
Ces oligonucléotides, cationiques, ont montré une internalisation cellataise agent de
transfection et une efficacité biologique sur un modédevitro de correction de I'épissage
alternatif. Enfin, des siRNAs cationiques ont été synthétisés et conjugués a des résidus
lipidiques. Ces patrties lipophiles servent « d’ancres » pour pré-associer les siRNAs avec une
protéine sérique, I'albumine, afin de les protéigevivo de la dégradation par les nucléases.
Leur capacité a se présenter sous forme de molécules isolées ou a s’auto-assembler, et leur
interaction avec l'albumine ont été caractérisées par microscopie €lectronique en
transmission. Ces siRNAs sont capables d’éteindre I'expression d’una@ef8%)in vitro

sans agent de transfectiony comprisen présence de sérumLeur pré-association avec
I'albumine n’affecte en rien leur efficacité.

Mots-clefs : Oligonucléotides conjugués ; spermine ; guanidine ; internalisation cellulaire ;
correction de I'épissage alternatif ; SIRNAs ; conjugaison de lipides ; résistance au sérum.

Summary

This work consists in synthesis and evaluation of oligonucleotides-polyamines conjugates.
First, a natural polyamine, the spermine, was repetitively coupled to the 3-end of an
oligonucleotide through novel conjugation chemistry, resulting in the formation of a
guanidine inter-spermine link. Up to three spermine residues could thus be appended to a
decamer. Such conjugates exhibited increased affinity for their target sequence. However,
synthetic improvements are required in order to obtain oligonucleotides with an overall
cationic charge. Subsequently, antisense oligonucleotides bearing a 2'-OMe phosphorothioate
modified backbones were coupled to polyspermines at their 5’end, through phosphoramidite
chemistry. Those cationic oligonucleotides showed carrier-free cell transfection potency and
efficient splicing correction in am vitro model. Finally, cationic SIRNAs were synthesized

and conjugated to lipidic moieties. Lipophilic blocks would serve as “anchors” to pre-load
those siRNAs on seric protein albumin, to protect thenaivo from nuclease degradation.
Ability of such conjugates to exist at a single molecule state or to self-assemble as well as
their interaction with albumin were characterized by Transmission Electron Microscopy
(TEM). Lipophilic siRNas were able to induce gene silencaag90%) without the use of any
transfection agent, even in presence of serum. Preloading them on albumin did not impair
their biological efficiency.

Keywords: Oligonucleotide conjugates; spermine; guanidine; cell transfection; splice site
correction; siRNAs; lipid conjugation; serum resistance.
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