chémobiologie

Acides nucléiques modifiés comme outils en chémobiologie

Résumé

L’ADN et I’ARN sont surtout connus pour leurs réles dans le codage de l'information génétique et de support

intermédiaire dans la synthése de protéines. Toutefois, ces deux types de biopolymeéres sont couramment utilisés
dans des applications qui dévient fortement de leurs fonctions biologiques principales. Cet article décrit
succinctement les progres en synthése d'oligonucléotides et leurs versions modifiées et quelques applications

en chémobiologie.

es acides nucléiques (ADN et ARN) sont des biopolymeres

dont l'importance biologique ne doit pas étre soulignée
davantage ici. Constitués de monomeéres appelés nucléotides
- eux-mémes formés d'un hétérocycle (nucléobase) et d'un
sucre (2'-désoxyribose dans I’ADN et ribose dans I'ARN) -,
rattachés par des liaisons phosphodiesters, les acides
nucléiques forment des chaines qui peuvent adopter une
structure en double hélice, comme c’est le cas pour I'ADN.
L'importance biologique des acides nucléiques, leur nature
chimique relativement simple, les régles de leur appariement
clairement définies ainsi que leur capacité d’amplification
enzymatique ont rapidement attiré |'attention en vue de leur
application comme outils en chémobiologie, ainsi que pour le
développement de nouveaux agents thérapeutiques. Toute-
fois, les acides nucléiques naturels présentent certains incon-
vénients, comme une faible stabilité in vivo et un nombre tres
restreint de groupes fonctionnels capables d'intervenir dans
des interactions avec des protéines ou d’autres biomolécules.
Il n'est donc guére surprenant que la modification chimique
des acides nucléiques ait pris son essor au début des années
1990. Dans cet article, les principales méthodes existantes
ainsi que leurs bénéfices sont résumées succinctement en se
concentrant particulierement sur la modification d’une classe
d’acides nucléiques appelés aptaméres.

Les premiéres modifications chimiques visaient a faconner
des oligonucléotides antisens (ASO) capables de contréler la
régulation et I'expression des génes en bloquant spécifique-
ment des portions de I'’ARN messager (figure 1).

En effet, les oligonucléotides ASO vont se lier spécifiquement
a une séquence ARN messager cible et agir par le biais de
deux mécanismes principaux :

- le duplex hybride formé entre 'ASO et I'ARN messager est
reconnu par une enzyme de la famille des RNases H qui va

spécifiquement dégrader le brin ARN du duplex formé et de
ce fait empécher la traduction en protéine ;

- la présence de I'ASO sur I’ARN messager va bloquer la liaison
et lareconnaissance par des complexes de protéines de liaison
a I’ARN tels que les sous-unité ribosomales.

Toutefois, des oligonucléotides ASO composés d’ARN ou
d’ADN naturels n‘ont que peu d'utilité thérapeutique car ils
ne pourront pas atteindre leurs cibles du fait de leur stabilité
trés restreinte dans des matrices biologiques. Afin d’améliorer
leurs propriétés pharmacocinétiques, il estnécessaire d'ajouter
des modifications chimiques. Celles-ci permettront non seule-
ment de stabiliser les ASO contre la dégradation par les nuclé-
ases, mais également de favoriser leur internalisation dans les
cellules et/ou d’améliorer leur sélectivité pour leur cible ARN
messager [1a].

De ce fait, de nombreuses modifications ont été introduites
notamment au niveau du sucre (par exemple « locked nucleic
acids » (LNA) et 2'-OMe, figure 2b), de la liaison phosphodiester
(par exemple les phosphorothioates, figure 2c) et parfois
méme au niveau de la nucléobase (5-méthyl-2"-désoxycyto-
sine 5-méthyl-dC, figure 2a). Ces stratégies ont permis de
développer aprés une trentaine d'années de recherche neuf
médicaments approuvés par la FDA dont I’ASO nusinersen
(Spinraza) pour le traitement de la maladie rare amyotrophie
spinale antérieure [1b].

La stratégie antisens a été rejointe par d’autres approches
thérapeutiques visant a controler I'expression des genes
comme les ARN interférents ou la technologie Crispr-Cas 9, ce
qui a conduit a un fort développement de la chimie des acides
nucléiques. Plus récemment, I'ajout de nucléotides modifiés
tels que la N1-méthylpseudouridine (figure 3) dans les vaccins
a ARN messager a permis d'améliorer leur traduction en
protéine cible tout en réduisant leur immunogénicité [2].
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Figure 1 - Principes et mécanismes d'action d'oligonucléotides thérapeutiques du type antisens (ASO). Une fois que I'ASO s'est appareillé a sa cible ARN messager par formation de paires
de base Watson-Crick, il peut induire une dégradation de la cible par le biais du recrutement d’enzymes de la famille des RNases H ou bloquer la synthese peptidique par blocage stérique.
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Figure 2 - Modification chimique des acides nucléiques pour augmenter leur biostabilité et leur capacité a agir en tant qu’agent antisens. Modification a) de la nucléobase (5-méthyl-dC),
b) du sucre (LNA et 2'-OMe, respectivement), et ¢) de la liaison phosphodiester (phosphorothioates).
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Figure 3 - Structures chimiques de A) I'uridine et B) la N1-méthylpseudouridine.

Bien que la modification chimique des acides nucléiques soit
née dans le cadre du développement de nouveaux agents
thérapeutiques, cette stratégie a été largement appliquée a
d’autre types d’oligonucléotides, ce qui a permis d’étendre le
champ d’applications de ’ADN et de I'’ARN a des domaines tels
que les tests de diagnostics et bio-analytiques, la construction
de nanostructures, ou méme la catalyse chimique.

La synthese d'acides nucléiques modifiés peut se faire de
maniére chimique en utilisant des monomeéres activés
(phosphoramidites) dans des procédés automatisés de
synthése sur support solide, ou par des méthodes chimio-
enzymatiques impliquant des nucléosides triphosphates
modifiés. Cette derniere technique de polymérisation de
nucléotides triphosphates (éventuellement modifiés) permet
d’accéder a des séquences sans réelle limitation de longueur
ainsi qu’a des techniques de sélection in vitro de type SELEX
(« systematic evolution of ligands by exponential enrich-
ment »). Cette méthode d’évolution moléculaire est particulie-
rement intéressante car elle permet de cribler des milliers
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Figure 4 - Représentation schématique du fonctionnement de la technique SELEX. Une librairie
d’ADN estincubée avec a cible d'intérét. Aprés séparation, les séquences non liantes sont éliminées
et les séquences capables de se lier a la cible sont récupérées et amplifiées par PCR. La librairie
enrichie en séquences liantes est ensuite soit utilisée dans des cycles de SELEX additionnels
ou directement séquencée.

de molécules d’'acides nucléiques (typiquement de l'ordre
de 10"® molécules individuelles) simultanément pour leur
capacité a se lier a des cibles d'intérét (figure 4). Les molécules
qui sontisolées ala fin de ce criblage sont appelées aptaméres
et sont donc des molécules d’ADN ou d’ARN (simple brin)
capables de se lier a des cibles avec haute spécificité et
affinité [3].
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d’une poche hydrophobe créée par quatre
résidus cubane capable d'interagir direc-
tement avec un exosite particulier de la
protéine combiné avec la formation d'un
pont hydrogéne C-H~O entre un carbo-
nyle d'un acide aminé avec une liaison C-H
d’une unité cubane [7].

La modification chimique des acides
nucléiques est une stratégie versatile qui
permet d’améliorer les propriétés biolo-
giques et fonctionnelles de I'ADN et de
I’ARN. Initialement congue pour dévelop-
per des agents thérapeutiques a base
d'oligonucléotides, notamment les ASO,
cette méthode s’est rapidement propagée
a d’autres types d’oligonucléotides tels
que les aptaméres en vue de leur utilisa-
tion dans de nombreuses et diverses
applications. Il est prévisible que cette
méthode se propagera a de nouveaux
domaines comme le stockage d'informa-
tions dans I’ADN, la synthese enzymatique
controlée, I'amélioration de I'efficacité et
de la stabilité de vaccins ARN messagers,
la création des nouveaux outils pour la
chémobiologie, ou la mise au point de
tests de diagnostic ou des méthodes de
séparation.

Figure 5 - Structure RX de I'aptameére modifié avec des entités cubane capable de se lier a la lactate déshydrogénase

de P. vivax, un biomarqueur du paludisme.

Les aptameéres, souvent considérés comme |'équivalent des
anticorps, ont trouvé de nombreuses applications, surtout
pour le développement de tests de diagnostic et d’agents
thérapeutiques. lls sont utilisés par exemple dans des plate-
formes protéomiques pour la détection de biomarqueurs
de maladies dans le sérum ou le plasma humain [4], ainsi
que dans des tests de diagnostic pour la détection de virus
tels que le SARS-CoV-2 [5]. Comme pour d'autres oligonucléo-
tides thérapeutiques, I'incorporation de groupes fonctionnels
par le biais de nucléotides triphosphates modifiés permet
d’accroitre la stabilité et le temps de résidence des aptaméres,
mais également leur capacité a se lier a des cibles auxquelles
les aptameéres naturels ne peuvent pas se fixer telles que les
glycoprotéines ou les protéines présentant de faibles points
iso-électriques (pH < 7) [6].

Dans notre groupe de recherche, nous suivons cette approche
pour générer des aptameéres modifiés en vue de leur applica-
tion dans le domaine du diagnostic, de la thérapie ciblée,
ainsi que de la création de biocapteurs. Dans un exemple
récent qui illustre parfaitement cette stratégie, nous avons
employé des nucléotides équipés d’unité cubane, un isostére
du benzéne, pour isoler un aptameére capable de se lier avec

développement de tests de diagnostics pour la détection de
cette maladie infectieuse (figure 5) [7]. Cet aptamére est non
seulement capable de reconnaitre la protéine cible, a savoir la
lactate déshydrogénase du parasite P. vivax, mais la distingue
de celle de P.falciparum malgré une forte homologie de
séquence. Cette haute spécificité résulte de la formation
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