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Introduction

La reconnaissance non covalente de biomolécules s’opére souvent par une combinaison d’interactions qui
permet de compenser la faiblesse de chacune des interactions prises individuellement. Ce phénoméne de
multivalence est aujourd’hui trés exploité pour concevoir des systemes artificiels de reconnaissance de
biomolécules, en particulier des clusters cationiques pour la complexation et la vectorisation d’acides
nucléiques. Dans les travaux réalisés au cours de cette thése, a été exploitée une approche basée sur l'auto-
assemblage par chimie covalente dynamique pour générer des systémes cationiques multivalents
reconnaissant efficacement des oligonucléotides. Cette méthodologie originale permet de conférer des
caractéristiques intéressantes d’adaptation du systéme a la cible biologique ainsi qu’a des stimuli chimiques,
et a permis d’identifier un cluster actif pour la vectorisation d’acides nucléiques au sein de cellules vivantes.
Multivalence, cluster cationique, auto-assemblage, chimie covalente dynamique, complexation
d’acide nucléique.

Dynamic self-assembly of cationic clusters for nucleic acids complexation and vectorization

The non-covalent recognition of biomolecules often takes place through a combination of interactions that
compensate the weakness of these interactions when taken individually. This phenomenon of multivalency
is nowadays commonly used to design artificial systems for the recognition of biomolecules, for instance
cationic clusters for the complexation and transport of nucleic acids. In this PhD thesis work, an approach
has been exploited based on self-assembly using dynamic covalent chemistry for generating multivalent
cationic clusters that effectively recognize oligonucleotides. This novel method endows the system with
interesting features such as its adaption to the biological target and its responsiveness to chemical stimuli.
Moreover, a bioactive cluster capable of transfecting nucleic acid in living cells has been successfully
identified.

Multivalency, cationic cluster, self-assembly, dynamic covalent chemistry, nucleic acid
complexation.

peuvent étre impliquées dans les réponses immunitaires et
infectieuses (figure 1).

La multivalence et son réle

dans la reconnaissance des biomolécules

Les interactions non covalentes multiples, dénommées

multivalence [1], sont trées communément employées dans
les mécanismes biologiques de reconnaissance en milieux
aqueux. Par exemple, les infections virales ou encore I'adhé-
sion sur une surface cellulaire sont I'ceuvre d’une combinai-
son d’interactions non covalentes mettant en jeu de multiples
sites de reconnaissance. Ce nombre important de contacts
entre deux systémes donnés permet de compenser la faible
force de chaque interaction non covalente prise indépen-
damment. Ainsi, la multivalence joue un role clé dans I'affi-
nité et la sélectivité d’une biomolécule pour sa cible.

Ces derniéres années, divers systémes multivalents
synthétiques — appelés « clusters » — ont été congus comme
mimes de systémes naturels pouvant interagir efficacement
avec la biomolécule cible en milieux aqueux. Des clusters
fonctionnalisés avec des ligands glycosidiques (glyco-
clusters) ont, par exemple, été étudiés pour leur role dans
la reconnaissance des protéines de type lectines [2] qui
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Reconnaissance des sucres
par une lectine

Figure 1 - Glycocluster impliqué dans la reconnaissance des
lectines par le biais d’interactions multivalentes non covalentes
entre les unités glycosidiques du cluster et les sites de
reconnaissance d’une lectine tétramérique. Avec A: L-alanine ;
K': L-lysine ; P : L-proline ; G : glycine.
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Figure 2 - Clusters cationiques congus a partir de plateformes A) fulleréne, B) cyclodextrine et C) calixaréne.

Clusters cationiques pour la complexation
et la vectorisation d’acides nucléiques

Les clusters cationiques sont quant a eux tres utilisés pour
la reconnaissance de biomolécules chargées négativement,
comme par exemple les acides nucléiques. Les nucléosomes
[3], par exemple, sont des clusters cationiques de protéines
qui sont impliqués dans la compaction de notre génome. Les
clusters cationiques de synthése peuvent également trouver
des applications pour la vectorisation d’acides nucléiques
thérapeutiques. Ainsi, différents clusters cationiques ont été
récemment préparés par chimie de ligation click [4]. Différents
types de plateformes de faibles poids moléculaires ont été
fonctionnalisées - fullerénes [5], cyclodextrines [6], calixa-
renes [7] (figure 2) — et ont permis d’accéder a différentes
valences. Il a été montré que ces clusters sont capables de
complexer efficacement et de transporter des oligonucléo-
tides au sein de cellules.

Objectif : génération de clusters
cationiques par auto-assemblage

Intérét et motivations :
quels seraient les avantages d’une approche
par auto-assemblage ?

Bien que les systemes décrits ci-dessus soient tres
intéressants, leur préparation et leur isolation peuvent étre
fastidieuses. De plus, la structure impactant grandement
I’efficacité de reconnaissance des acides nucléiques, il est
souvent nécessaire de préparer un grand nombre de compo-
sés pour en identifier un qui soit actif. Ainsi, il peut étre trés
intéressant d’appliquer une approche d’auto-assemblage
qui permette au systeme de s’organiser spontanément et
peut-étre d’adopter une structure qui soit la mieux adaptée
a l'interaction avec la cible biologique.

Etat de I’art : systémes auto-assemblés
par interactions supramoléculaires

La multivalence supramoléculaire peut étre obtenue
a partir d’interactions hydrophobes entrainant la formation
d’agrégats. Ainsi, certains systemes amphiphiles, composés
d’une partie hydrophile et d’une autre hydrophobe, se sont
avérés étre de meilleurs agents de vectorisation (figure 3).
En effet, alors que les chaines cationiques hydrophiles
sont essentielles a la solubilité en milieu aqueux ainsi qu’a la
complexation avec les oligonucléotides, la téte hydrophobe
permet de favoriser la traversée de la membrane cellulaire
et surtout d’organiser ces petites molécules en agrégats
multivalents [8].

Clusters cationiques générés
par chimie covalente dynamique

La chimie covalente dynamique consiste en [’utilisation
de réactions réversibles pour générer des systémes sous
contrdle thermodynamique [9]. Cette approche a été récem-
ment exploitée pour générer divers types de polymeres

Figure 3 - Dendrimere amphiphile stabilisé par auto-assemblage
via des interactions hydrophobes avec une téte hydrophobe (vert)
et des chaines hydrophiles (rouge).
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dynamiques covalents pour des applications biologiques
[10-12]. Dans ce projet, nous avons utilisé cette stratégie
d’auto-assemblage covalent et I’'avons appliqué a la généra-
tion de clusters cationiques pour la complexation et la vec-
torisation d’acides nucléiques. Nous avons ainsi sélectionné
une plateforme peptidique — déja largement exploitée du fait
de sa haute pré-organisation pour la conception de sys-
témes multivalents de reconnaissance de biomolécules - et
des ligands dérivés d’acides aminés et/ou de peptides fonc-
tionnalisés. La méthodologie d’auto-assemblage covalent
repose sur la formation de liaisons acylhydrazone. Cette
réaction présente certains avantages clés pour ce projet :
1) elle se produit en milieu aqueux ; 2) elle est chimiosélec-
tive, ce qui permet de I'utiliser en présence de biomolécules ;
3) elle est réversible dans des conditions douces. Ainsi nous
avons montré qu’il est en effet possible de générer des clus-
ters (tétravalents en I'occurrence), en milieu aqueux, par
simple mélange d’une plateforme portant des groupes
aldéhyde et de ligands portant des fonctions hydrazide.
Nous avons ensuite eu le plaisir d’observer que lorsque le
ligand est un dérivé d’arginine — portant ainsi un groupe
cationique guanidinium -, le cluster correspondant com-
plexe efficacement un ADN double brin (tests par déplace-
ment du bromure d’éthidium, électrophorese sur gel, titration
calorimétrique isotherme). L’originalité de notre approche
réside dans la possibilité de réaliser cette opération d’auto-
assemblage en «one pot » en présence de la cible. Les
différents constituants ont successivement été additionnés
dans le réacteur en milieu tamponné aqueux a pH 5,0. Lors
de la réalisation de cette expérience, nous avons observé la
complexation en temps réel de I'oligonucléotide cible, qui est
donc le résultat de I'auto-assemblage programmé du ligand
monovalent sur la plateforme peptidique. Ainsi, a partir d’un
mélange de fragments inactifs (plateformes neutres, ligands
monovalents), le systéeme exprime spontanément un cluster
multivalent qui est lui actif vis-a-vis de la complexation
d’ADN (figure 4) [13].

Les propriétés réversibles des liaisons mises en jeu dans
la formation de ces clusters leur conférent un caractere
dynamique. Souhaitant étudier cet aspect, nous avons ainsi
concu une bibliothéque combinatoire dynamique minima-
liste constituée de deux ligands différents — un neutre et un
cationiqgue — en compétition pour la méme plateforme. En

I’'absence d’ADN, nous avons montré que cette bibliotheque
est biaisée vers la formation de clusters neutres qui sont
inactifs pour la complexation d’ADN. En présence d’ADN, la
bibliotheque révele une faible capacité a complexer '’ADN,
ce qui parait évident étant donné qu’elle est principalement
composée de constituants inactifs. Par contre, nous avons
eu I'heureuse surprise d’observer que l'activité de cette
bibliotheque augmentait avec le temps. La conclusion de
nombreuses expériences nous permet d’affirmer que ceci
est d0 a I'adaptation de la bibliothéque a la présence d’ADN.
Ce phénomeéne se traduit par une sélection des ligands
cationiques, induit par la présence de I’ADN, pour ainsi géné-
rer les clusters les plus aptes a interagir avec cette cible.
Ainsi, en présence de la biomolécule cible, la formation du
cluster cationique est favorisée au dépend de celle du sys-
téme neutre. Cette propriété pourrait &tre mise a profit pour
identifier des agents de complexation d’ADN taillés sur
mesure par la cible elle-méme (figure 5).

Outre cette possibilité que la cible guide la formation du
cluster le plus actif, nous nous sommes intéressés a la pos-
sibilité d’imposer un changement constitutionnel au sein de
la bibliothéque. Ainsi, nous avons démontré que I'ajout de
méthoxyamine permet, a pH 5,0 sur une durée de 24 h,
de convertir quantitativement tous les clusters acylhydrazone
en clusters oxime, ces derniers étant thermodynamiquement
plus stables. Lorsque cette opération est réalisée sur le com-
plexe cluster-ADN, I’expérience montre que ceci déclenche
la décompaction et le relargage de I’ADN double brin
(figure 6). L’échange dirigé de ligand par chimie covalente
dynamique permet donc le contréle de la décomplexation de
I'oligonucléotide par un effecteur chimique aussi simple que
la méthoxyamine.

Application et identification
de vecteurs d’acides nucléiques

Enfin, nous avons mis a profit la méthodologie d’auto-
assemblage in situ pour réaliser un criblage de fragments (dif-
férentes plateformes, différents ligands) dans un format de
plaque 96 puits avec détection par fluorescence. Ceci a per-
mis de rapidement cribler différentes modifications structu-
rales (valence, nature et chiralité des ligands, pré-organisation
de la plateforme) sur la complexation d’oligonucléotides [14].
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Figure 4 - Multimérisation programmeée d’acides aminés modifiés via la formation de liaisons acylhydrazone en milieu aqueux et
complexation in situ d’ADN induite par I’expression d’un cluster cationique.
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Figure 6 - Contréle de la décomplexation de I'oligonucléotide par
ajout de méthoxyamine.

Les résultats de complexation d’ADN ont par exemple montré
la supériorité des clusters a plateforme cyclique par rapport
a ceux a plateforme linéaire. Une différence significative a
également été observée en fonction de la chiralité des acides
aminés, les clusters présentant la L-arginine étant plus effi-
caces que ceux présentant la D-arginine.

Finalement, nous avons testé les clusters les plus effi-
caces pour leur capacité a complexer et a transfecter des
siARN au sein de cellules vivantes. Les tests de transfection
ont démontré le réle majeur de la multivalence des ligands
cationiques pour permettre la vectorisation de siARN. Alors
qu’un cluster fonctionnalisé avec quatre arginines ne permet
pas la pénétration cellulaire de I'oligonucléotide, un systéme
portant douze résidus de ce méme acide aminé délivre avec
succes le siARN qui retient son activité biologique de silen-
cage du gene de la luciférase.

Conclusion

L’utilisation de la chimie covalente dynamique permet
de préparer, de maniére rapide et efficace, des clusters bio-
moléculaires par auto-assemblage de fragments en milieu
aqueux. Les clusters cationiques multivalents complexent
efficacement divers types d’acides nucléiques (ADN, siARN).
De plus, ces auto-assemblages étant dynamiques car for-
més de liaisons acylhydrazone réversibles, nous avons pu

démontrer leur constitution par la sélection des ligands
cationiques qui permettent d’exprimer le meilleur systéme de
reconnaissance. Cette stratégie d’auto-assemblage offre la
possibilité de générer in situ des clusters dynamiques qui
peuvent s’adapter a la cible biologique. D’un autre coté,
nous avons montré qu’un échange forcé de ligands permet
de déclencher la décomplexation de I'oligonucléotide. Il est
ainsi possible de controler I'activité du systéeme par un
simple effecteur chimique. Finalement, nous avons exploité
cette méthodologie d’auto-assemblage pour identifier, a
partir d’un criblage de fragments, une premiére génération
de systemes permettant de vectoriser des siARN fonction-
nels au sein de cellules vivantes. Ces vecteurs artificiels
auto-assemblés ouvrent de nouvelles opportunités pour la
complexation et la vectorisation d’acides nucléiques a des
fins de thérapie génique ou encore de transport de molé-
cules d’intérét [15].

Les auteurs remercient la section Languedoc-Roussillon de la Société
Chimique de France pour I’attribution du Prix de thése 2016 ainsi que
le LabEx CheMISyst (ANR-10-LABX-05-01) pour le financement de
ce projet.
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