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GARDNER CHUBB
What did we learn, Palmer?

PALMER
I don’t know, sir.

GARDNER CHUBB
I don’t fucking know either. | guess we
learned not to do it again.

PALMER
Yes, sir.

GARDNER CHUBB
Although I'm fucked if | know what we did.

PALMER
Yes sir. Hard to say.

Joel Coen et Ethan Coen
Burn After Reading, 2008
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Introduction

“In France, everything has an origin." Chercheur canadien, 11/2025

Depuis mes premiers travaux de doctorat, jusqu’a mes travaux les plus récents, j'ai eu la chance de
travailler dans des environnements tres divers : recherche fondamentale en milieu académique, ou
appliquée dans le milieu tres régulé de l'industrie pharmaceutique, en France comme a ['étranger, dans
des équipes de chimie organique, physique et analytique, de biochimie et de biophysique. A chaque
étape, j'ai eu l'opportunité de m’essayer a une large gamme de techniques : synthése organique et
inorganique, développement en sciences analytiques (HPLC, MS, fluorescence), chémoinformatique,
modélisation moléculaire, ou encore développement informatique. Sous cette diversité méthodologique
se cache un fil conducteur fort : celui de comprendre les forces qui régissent les structures et les
interactions non covalentes de macromolécules biologiques, en particulier de 'ADN, et les exploiter a
des fins thérapeutiques. Certains de mes travaux les plus récents a I'Université de Bordeaux se penchent
sur des questions que j'avais abordées il y a maintenant dix-sept ans, mais de nouvelles questions
sont aussi, bien sir, au centre de mon attention.

Dés mes premiers travaux de these, j'ai développé un amour certain pour les structures non canoniques
de I'ADN (Figure 1). Celles qui ne forment pas de doubles hélices, celles qui se moquent de Watson et Crick
(et Franklin), celles qui ont des bases et des sucres bizarres. Et, soyons honnétes, tout particuliérement
les G-quadruplexes (G4s). Tous les travaux que je décris ci-aprés ne concernent pas forcément ces
bizarreries, il est méme question de protéines (1), mais le lecteur attentif remarquera que ces écarts
ont servi de sources d’inspiration a mes amours originelles. Reculer pour mieux sauter en somme.

A-form B-form Z-form triplex i-motif G-quadruplex
parallel parallel

FIGURE 1. Les structures secondaires les plus connues par les amateurs de structures secondaires de 'ADN. Figure
préparée pour la référence (7).
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Parmi les autres passions se sont révélées a moi et serviront également de fil rouge dans ce manuscrit,
deux sont notables :

— Lautomatisation du travail. J'ai rapidement fait le constat que la fainéantise, plutot que la
nécessité, est mére de l'invention, et qu’en automatisant et/ou accélérant les processus d’analyse
je pourrais me consacrer a d’autres entreprises.' Plus sérieusement, j'y ai trouvé de nombreux
avantages : efficacité, reproductibilité, capacité a gérer des sets de données trées larges et a
générer des résultats (figures, rapports) standardisés. Mon expérience en milieu industriel régulé
n'y est pas non plus étranger.

— Faire de la science ouverte et accessible : produire des figures claires et sans biais, rendre les
données brutes et les méthodes/code de leur analyse publique.

Mes diverses expériences m'ont permis de rencontrer et travailler avec des personnes formidables.
Si elles m'ont frequemment laissé l'impression d’étre intellectuellement limité, elles m'ont surtout
beaucoup appris, tant scientifiquement qu’humainement. En écrivant ce manuscrit, j'ai eu envie de
visualiser mon réseau de co-auteurs (Figure 2). Les clusters qui se forment racontent finalement assez
bien ma carriére (que je survole; ci-aprés). J'ai aussi découvert que je n’avais jamais rencontré certains
d’entre eux et qu’en recherche comme dans la vie, les amis de mes amis sont mes amis. Quoi qu’il en
soit, je les remercie tous.

Enfin, j'aimerais remercier ici tous les étudiants que j'ai eu la chance d’encadrer. Je suis particulierement
heureux que mes derniers stagiaires de master/école d’ingénieur se soient lancés dans des théses,
malgré mon insistance a leur dire que ce n’est pas un bon choix de carriére. Je ne suis sans doute pas
pour grand chose dans leur réussite mais je ne les aurais au moins pas dégouttés de la recherche.

1. Pour entrevoir l'essentiel, il ne faut exercer aucun métier, nous dit Emil Cioran.
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FIGURE 2. Réseau de co-auteurs de l'auteur (moi), tiré des références indexés dans Pubmed (preprints exclus). Pour
chaque co-auteur, ses propres co-auteurs ont été listés avec la méme méthodologie mais seuls ceux
ayant publié avec moi sont montrés. La taille des noeuds et I'épaisseur des liens reflétent le nombre total
de publications partagées avec ce réseau. Les noeuds carrés indiquent les chefs d’équipes/laboratoires
qui m’ont encadrés, inspirés et supportés. Clustering effectué avec l'algorithme de Leiden (fonction
d’objectif : modularité, résolution : 3, nombre d’itérations : 1000, pondération : nombre de publications
partagées) (2).
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Résumeé du déroulé de carriére

Mes études supérieures ont débutées par l'obtention d’un dipléme d’ingénieur chimiste a I'Ecole
Supérieure de Chimie Organique et Minérale, (a 'époque) a Cergy-Pontoise (Figure 3). J'ai complété ma
formation initiale par un Master 2 recherche Chimie fine, analytique et polymeéres de I'Université de
Cergy-Pontoise, effectué en paralléle de ma derniére année d’école d'ingénieur.

Mon stage de M2, qui a également fait office de stage de fin d’étude d’ingénieur, sur le développement
d'une méthode de synthése de di-organozinciques symétriques, est en apparence peu en rapport avec
ma carriére académique et n'est pas détaillé ci-aprées. Les apparences peuvent étre trompeuses, car
ce sont partiellement ces travaux qui m’ont amené vers mon sujet de thése, initialement centré sur
la synthése de complexes de métaux de transition comme ligand d’ADN G-quadruplex. Lautre étape
de mes études m’'ayant conduit a postuler a ce sujet de thése est un stage estival chez Sanofi-Aventis
(équipe de chimie exploratoire; site de Vitry-sur-Seine), en 2007, pendant lequel j'ai découvert le travail
de chimiste a l'interface avec la biologie - aspect qui était absent de ma formation académique jusque-
la. J'y ai préparé des conjugués entre le fragment FAB de |'Herceptin et des fluorophores ou molécules
cages (pour la coordination d’'isotopes radioactif d'indium) a destination de l'imagerie médicale de
petits mammiféres. Ce stage présagera d'autres de mes activités futures : caractérisation d’anticorps
par chromatographie d’exclusion stérique, spectrométrie de masse, et conjugaison de fluorophores.

Cergy—Pontoisci ¢ Qrsay
N Bordeaux

A

4000 km

FIGURE 3. Localisation des laboratoires dans lesquels j'ai travaillé, du M2 a nos jours.

J'ai obtenu mon doctorat de chimie de I'Université Paris XI en novembre 2011 grace a mes travaux de
thése a l'Institut Curie, sous la direction du Dr. Marie-Paule Teulade-Fichou, a l'époque directrice de
'UMR 176 du CNRS. Pour cette thése, Développement de méthodes analytiques pour le criblage haut débit
de ligands d’ADN. Synthese de petites molécules ligands d’ADN G quadruplex d visée anticancéreuse, j'ai
obtenu une bourse de docteur ingénieur (BDI) co-financée par le CNRS et l'Institut Curie (Chapitre 1).

Je suis ensuite resté dans 'équipe jusqu’en juillet 2012 comme chercheur postdoctorant, ce qui m'a
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permis de terminer plusieurs projets entrepris pendant ma thése. Pendant ces presque quatre ans, j'ai
complété ma mue de la chimie organique vers la chimie physique et analytique.

J'ai ensuite rejoins le laboratoire du Dr. David Perrin, du département de chimie de 'Université de
Colombie Britannique (UBC), au Canada (Chapitre 2). Dans cette équipe, dont les intéréts sont partagés
entre synthése organique et la sélection d’aptameéres d’ADN fonctionnalisés, par SELEX, j'ai continué
mon apprentissage des méthodes biophysiques pour caractériser des structures d'acides nucléiques,
et étendu mon répertoire méthodologique aux calculs de DFT et dynamiques moléculaires. J'ai financé
ce séjour postdoctoral grace a une bourse Banting (140 kS).

Aprés une année a UBC sevré de Gas, je suis revenu en France, plus précisément a Bordeaux, dans les
équipes de Jean-Louis Mergny et Valérie Gabelica a l'Institut Européen de Chimie et Biologie (IECB,
ARNA, INSERM U869; Figure 4). Je me suis a nouveau intéressé aux structures non canoniques de I'ADN,
a l'interface entre ces deux équipes (Chapitre 3). Dans un premier temps, j'ai entrepris avec Jean-Louis
le développement d’'une méthode de SEC-HPLC pour caractériser des structures d'oligonucléotides
structurés; idée du regretté Jean-Louis Leroy (ICSN, Gif-sur-Yvette). Je me suis ensuite penché sur le
role des cations dans la structuration des G4s. Ce sujet d’étude m’a permis de passer de l'équipe de
Jean-Louis a celle de Valérie, et d’y découvrir la spectrométrie de masse native (aprés une courte mais

intense initiation en thése).

J'ai ensuite quitté le monde académique avant méme d’avoir tenté ma chance aux concours. J'ai en
effet accepté un poste de chercheur dans l'industrie pharmaceutique, dans laquelle j'ai mené a bien un
projet financé par 'Union Européenne (Fonds européen de développement régional, « FEDER »). Cela
m’'a permis de mettre en ceuvre un large éventail de méthodes de caractérisation et de quantification
des protéines et des petites molécules thérapeutiques dans un environnement soumis a des régle-
mentations trés strictes, et avec des objectifs, des moyens et une temporalité différents de ceux de la
recherche académique (Chapitre 4).

Mes travaux industriels, bien que n'impliquant pas d’acides nucléiques, ont été une source d'inspiration
pour l'analyse de ces derniers, en particulier l'utilisation de 'HDX/MS pour la caractérisation de
structures d’oligonucléotides et de leurs interactions avec des protéines et petites molécules. Cette
expérience constitue également une base importante de mes enseignements, ainsi que de la formation
continue que j'offre aux étudiants que je supervise au laboratoire (bonnes pratiques de fabrication,
connaissance du monde industriel).

Lensemble de ces travaux de recherche antérieurs a ma prise de poste a l'université de Bordeaux m'ont
progressivement mené de la synthése de petites molécules pour le ciblage de bio-macromolécules
d’intérét thérapeutique, vers la caractérisation physico-chimique et computationnelle de ces bio-
macromolécules et de leurs interactions, formant un ensemble cohérent, complémentaire et en adé-

quation avec les projets de recherche que je développe actuellement.

Derniére étape : je suis depuis 2017 maitre de conférences a l'Université de Bordeaux, rattaché a 'UFR
de pharmacie pour l'enseignement et a l'unité ARNA (INSERM U1212, CNRS UMR5320) pour la recherche
(Figures 5, 6). Je suis ainsi revenu a I'lECB, dans l'équipe de recherche de V. Gabelica, BALI (Biophysics

Analysis and Ligands), mais avec de nouvelles thématiques (Chapitre 5). Suite au départ de Valérie
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European Institute of Chemistry and Biology

i_ Institut Européen de Chimie et Biologie
I

| ECB

Institut Européen de Chimie et Biologie Tél.:+33(0)540 00 30 38
2, rue Robert Escarpit Fax.:+33(0)5 40 00 30 04
33607 Pessac FRANCE www.iecb.u-bordeaux.fr

FIGURE 4. Couverture du board report de 'IECB (circa 2014)
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pour l'Université de Genéve, jai rejoint I'équipe PRISM de Cameron Mackereth fin 2023. J'y poursuis le

travail engagé dans l'équipe de Valérie mais en explore aussi de nouvelles.

Ce mémoire est partiellement chronologique. Si les grands chapitres suivent le fil de ma carriére, j'ai
regroupé les travaux par thématiques au sein de ces chapitres pour en faciliter la lecture.

ARN/,
ARNE ARNE ARNE ARNE ARNE ARNE
ARNA ARN/: ARNA ARN/ ARN/ ARN
\RNA ARNE ARNE ARNE

dominica jeff shades forest UBx

ARNE: ARNE ARNE ARNE ARNE w=u=

ARNE ARNZ ARNA ARNE ARNE msmm

FIGURE 5. Couleurs alternatives du logo ARNA

BALT

FIGURE 6. Logo de la défunte équipe BALI






Curriculum Vitae

Expérience professionnelle

Depuis
Septembre
2017

Aolt 2017 —
Avril 2015

Mars 2015 —
Octobre 2013

Septembre
2013 —
Septembre
2012

Maitre de conférences — Université de Bordeaux

Laboratoire ARNA, INSERM U1212, CNRS UMR5320, équipes BALI puis Prism
— Développement de méthodes analytiques et outils logiciels pour la
caractérisation de dynamiques structurales d’ADN et de leurs interactions par
échange hydrogene deutérium couplé a la spectrométrie de masse native
— Caractérisation et prédiction de structures secondaires d’ADN par méthodes
spectroscopiques et spectrométrie de masse, analysées par analyse en
composantes principales et décomposition en valeurs singuliéres
— Construction et gestion d’'une base de données de structures G-quadruplexes
validées en spectrométrie de masse native
— Mise en place d'un processus semi-automatisé pour la dynamique moléculaire
d’aptameres d’ADN contraints par la RMN
UFR Sciences pharmaceutiques, College santé, Université de Bordeaux
Enseignant en sciences analytiques et sur les aspects réglementaires de l'analyse
physico chimique dans l'industrie pharmaceutique.

R&D Scientist Il — Quality Assistance — Donstiennes (Belgique)

— Développement de méthodes LC/MS pour la caractérisation et quantification de
protéines thérapeutiques, dans un environnement BPF

— Etude de structures de protéines, épitope mapping et interactions avec de
petites molécules par échange hydrogéne deutérium/spectrométrie de masse

Postdoctorant — INSERM U869 — Bordeaux

Laboratoire ARNA, équipes Mergny et Gabelica
— Développement de méthodes bioanalytiques pour I'étude de structures
secondaires d'acides nucléiques (HPLC, IMS MS)
— Etude du rdle des cations dans le polymorphisme de 'ADN G-quadruplexe

Postdoctorant — University of British Columbia — Vancouver Canada)

Perrin Lab , Chemistry department
— Analyses biophysiques, biochimiques et computationnelles d’oligonucléotides
modifiés

— Incorporation enzymatique de nucléotides modifiés



Curriculum Vitae

Juillet 2012 —
Janvier 2012

Décembre
2011 —
Octobre 2008

Juillet 2010 —
Octobre 2008

Postdoctorant — CNRS UMR 176 — Institut Curie — Orsay

Equipe Teulade-Fichou
— Développement de méthodes analytiques pour l'analyse d’interactions petites
molécules / ADN
— Criblage haut débit de ligands d'acides nucléiques G quadruplexes
— FEtudes biophysiques et biochimiques d’interactions petites molécules/ADN

Doctorant — CNRS UMR 176 — Institut Curie — Université Paris XI — Orsay

Equipe Teulade-Fichou
— Développement de méthodes analytiques pour le criblage haut débit de ligands
d’ADN.
— Synthése de petites molécules ligands d’ADN G quadruplex a visée

anticancéreuse

Vacataire — Université Paris XI — Orsay

IUT, Département mesures physiques
— Cours de spectroscopie, métrologie, chimie générale, et projet professionnel
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Education

Education

2011 — . TP

2008 Doctorat de chimie — Universite Paris XI — Orsay
Ciblage d’acides nucléiques G quadruplexes : Synthése et développement de méthodes pour
l'analyse et le criblage de ligands sélectifs multimodaux (30/11/2011)
Bourse de Docteur Ingénieur (CNRS/Institut Curie)

2008 —

2006 Master de recherché en chimie fine, analytique et polyméres —Université de Cergy Pontoise
mention tres bien

2008 — . . L. .. . -

5003 Diplome d’ingénieur chimiste Ecole Supérieure de Chimie Organique et Minerale

Compétences

Mesures physiques et biophysiques

Spectrométrie de masse (IMS MS, Q TOF, MALDI TOF, ion trap), échange hydrogéne deutérium (HDX)
couplé a la spectrométrie de masse native , U(H)PLC, 2D UPLC, spectroscopies UV-vis, fluorescence et
dichroisme circulaire, méthodes haut débit et automatisation

Méthodes biochimiques

Purification/analyse d’oligonucléotides par PAGE, PCR, purification sur billes magnétiques, fragmenta-

tion/digestion/dérivatisation de protéines et glycanes
Chimie médicinale

Synthéses organique et inorganique, criblage haut débit
Chimie computationnelle et chémoinformatique

DFT, dynamique moléculaire, criblage virtuel, clustering, analyse en composantes principales , décom-

position en valeurs singuliéres
Langage de programmation

R (traitement de données, visualisations, bases de données, documents interactifs et web), Python,
HTML, CSS, Markdown

Langues

Francais (natif), Anglais (C2), Portugais (Brésil; B1), Espagnol (B2), Néerlandais (A2)
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Curriculum Vitae

Financements / Récompenses

— RIPEC C3 depuis 2023
— Financement ANR JCJC (240 k€) : DNA-HDXMS : Hydrogen deuterium exchange mass spectrometry

of nucleic acids, coordinateur, 2021 — 2025

— Financement projet ESR (porté par V. Gabelica, contribution de 10%), région Nouvelle Aquitaine /
Merck : Caractériser le repliement de protéines thérapeutiques recombinantes par spectrométrie
de masse couplée d la spectrométrie de mobilité ionique, 2019 — 2021

— Financement MAPI (projet STEP) pour le soutien a la transformation et a I'expérimentation
pédagogiques (porté par K. Gaudin) : Modernisation de ['UE « Sciences Analytiques » en 2éme
année des études de pharmacie , 2018 — 2020

— Bourse postdoctorale Banting (140 kS) : Discovery and development of protein like DNAzymes
that cleave target RNA with high efficiency, 2012 — 2013

— Bourse de Docteur Ingénieur (co financement CNRS / Institut Curie), 2008 — 2011

— Novartis funding for master degree internships in schools of the Federation Gay Lussac, 2008

Directions et encadrement d’étudiants

Postoctorante

Dr. Nina Khristenko : co-encadrement, 2019 — 2021 | Cf. Section 5.2.2

— Financement projet ESR, région Nouvelle Aquitaine / Merck.
— Expertise en HDX/MS et développement de méthodes analytiques : conception et réalisation des
expériences, traitement de données, interprétation des résultats et rédaction du manuscrit (3)

Doctorant(e)s
Matthieu Ranz : direction (ADT 100%), thése soutenue (U. Bordeaux, 2024) | Cf. Sections 5.2.1.2, 5.2.1.3,
5.21.4, 5.4.3

— Financement projet ANR

— Direction administrative et scientifique. Expertise en HDX/MS, développement de méthodes
analytiques et développement logiciel, biophysique d’acides nucléiques : direction doctorale
formelle, conception et réalisation des expériences, traitement de données, interprétation des
résultats et rédaction de manuscrits (4-6)

> Actuellement : Postdoctorant (ARNA)
Alexander Konig : co-encadrement, thése soutenue (U. Bordeaux, 2023) | Cf. Section 5.3.1.1

— Financement école doctorale
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Directions et encadrement d’étudiants

— Encadrement scientifique. Expertise en spectrométrie de masse native, biophysique d’acides
nucléiques et de leurs ligands : conception et réalisation des expériences, traitement de données,
interprétation des résultats et rédaction de manuscrits (deux manuscrits en cours de rédaction)

(1)
~ Actuellement : Project scientist (dsm-firmenich)
Silvia Ceschi : co-encadrement (6 mois, 2019) Thése soutenue (U. Padoue, Italie) | Cf. Section 5.3.1.2

— Encadrement scientifique. Expertise en spectrométrie de masse native, biophysique d’acides
nucléiques et de leurs ligands : conception et réalisation des expériences, traitement de données,
interprétation des résultats et rédaction du manuscrit (7)

Master 2 et équivalents

Clarisse Fourel : encadrement stage fin d’étude (01 au 08/2023 , ENSMAC, Pessac) | Cf. Section 5.2.1.4

— Financement sur fonds propres

— Encadrement administratif et scientifique Expertise en HDX/MS et développement de méthodes
analytiques : conception et réalisation des expériences, traitement de données, interprétation
des résultats.

+ Actuellement : Doctorat en biologie structurale (ICSN, Université Paris Saclay)
Cristina Dal Lago : Encadrement M2 soutenu (2022, U. Padoue, Italie) | Cf. Section 5.3.2

— Financement Erasmus+

— Encadrement administratif et scientifique. Expertise en spectrométrie de masse native, bio-
physique d’acides nucléiques et de leurs ligands : conception et réalisation des expériences,
traitement de données, interprétation des résultats et rédaction du manuscrit (8)

~ Actuellement : Stagiaire en développement analytique (Aptuit, Italie)
Wenbo Liu : co-encadrement M2 soutenu (2012-2013, UBC, Canada) | Cf. Section 2.2

— Encadrement scientifique. Expertise en biophysique des acides nucléiques, DFT et dynamique
moléculaire : conception et réalisation des expériences, traitement de données, interprétation
des résultats et rédaction de manuscrits (9, 10)

~ Actuellement : Professeur (Université Sun Yat-sen, Chine)
Abid Hasan : co-encadrement M2 soutenu (2012-2013, UBC, Canada) | Cf. Section 2.2

— Encadrement scientifique. Expertise en biophysique des acides nucléiques, DFT et dynamique
moléculaire : conception et réalisation des expériences, traitement de données, interprétation
des résultats et rédaction de manuscrits (10, 11)

~ Actuellement : Software engineer (Jobber Inc., Canada)

Emile Feugas, Mathilde Melot, Antoine Quaresima, Eve Descomps, Jade Juin, Alexis Darmaillacq : Gestion
de projets (6 semaines, U. Bordeaux , 2019-2024) | Cf. Section 5.3.2
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Curriculum Vitae

— Encadrement administratif et scientifique. Expertise en spectrométrie de masse native, bio-
physique d’acides nucléiques et de leurs ligands : conception et réalisation des expériences,
traitement de données, interprétation des résultats

+ Actuellement : Consultant contréle qualité (Nalys, Belgique)

Master 1 et équivalents

— Laura Fricot (2018, Université de Bordeaux) | Cf. Section 5.2.1.1 | = Ingénieure R&D synthése (Oleon,
France)
— Matthieu Ranz (2020, ENSMAC) | Cf. Section 5.3.2 | = Postdoctorant (ARNA)
— Romane Guisiano (2022, ENSIACET) | Cf. Section 5.2.1.3 ~ Doctorat en pharmacie (Institut Cochin,
Université Paris Cite)
— Avant 2017
— Katie Mingo (MIT, Boston, USA, Cf. Section 1.4.1.3.3, (12)) | ~ oto-rhino-laryngologue (Cleveland
Clinic, USA)
— Marie Perrot (ESCOM , Cf. Section 1.4.1.2.2) | ~ chargée de projet (Azur Drones, France)
— Reuben Ovadia U. Montpellier, Cf. Section 1.4.1.3.5) | = European Patent Attorney (Servier,
France)
— Julien Botton U. Paris VI, Cf. Section 1.4.1.3.4) | — Delivery Owner (La Poste Groupe, France)
— Valentine Boyer (EBI, Cf. Section 1.4.1.2.2) | = Marketing manager (Perrigo, France)

IUT/BTS/DEUST/Licence

— Depuis 2017 :
— Anais Ferrer | = Consultante qualification (Altogen, France)
— Matthieu Vida
— Benjamin Lienard | = Ingénieur technico-commercial (Opheleia instruments, France)
— Axel Florent | = Master 2 (Bordeaux, France)
— Mathieu Bonnardel
— Yann Bourdeau | = Doctorat en chimie, (Université de Bordeaux)
— Avant 2017 :
— Marie Toulisse | = Responsable cellule approvisionnement (SNCF, France)
— Margaux Legrand | = Research assistant (Novimmune, France)
— Camille Valette | = Technicienne de développement technologique (MANE, France)
— Yoann Lebreton

Responsabilités recherche et activités annexes

— Référent Science Ouverte d’ARNA
— Référent Données de la recherche d’ARNA

— Membre de UAtelier Bordelais des Données de recherche (ABDo)
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Responsabilités et activités d’enseignement

— Membre du groupe de travail Ethique, intégrité, genre et science ouverte pour l'obtention du label
HRS4R (Stratégie Européenne des Ressources Humaines pour les Chercheurs)

— Membre de 'équipe communication du laboratoire ARNA (activités de vulgarisation, communica-
tion du laboratoire, conception de logos et couvertures). Portfolio : https://ericlargs.github.io/
Portfolio/

— Consultance dans l'industrie pharmaceutique pour des problématiques d’HDX/MS de protéines
thérapeutiques, et de caractérisation de structures d’oligonucléotides thérapeutiques

— Expert aupres de la Commission Européenne pour ['évaluation de financements EIC PathFinder
et bourses postdoctorales Marie Sktodowska-Curie

— Reviewer pour Advanced Science, Analytical Chemistry, Journal of Chromatography A, Journal of
Medicinal Chemistry, Nucleic Acids Research, Physical Chemistry Chemical Physics, The Journal of
Physical Chemistry,...

Responsabilités et activités d’enseignement

UFR des sciences pharmaceutiques

— Enseignant dans les formations suivantes :

— Docteur en pharmacie (26 et 3™ années du Dipléme de Formation Générale en Sciences
Pharmaceutiques) : sciences analytiques (chimie des solutions, spectroscopies, chromatogra-
phies)

— DEUST Production, contréle et qualité des produits de santé Chimie analytique (1°® et 2™¢
années) : chimie des solutions, spectroscopies, chromatographies, aspects réglementaires du
controle qualité

— Licence TECSAN : spectrométrie de masse et chimie des solutions

— Master 11PPS : chimie des solutions

— Masters 2 AC2QMAPS (Analyse chimique, contréle qualité du médicament et autres produits de
santé) et ACDNP (analytical chemistry for drugs and natural products) jusqu’en 2023 puis DACQ :
Controle qualité du médicament, développement analytique en chromatographie, transferts
de méthodes analytiques, détecteurs, qualification instrumentale, analyse de biomolécules,
communication.

— Responsable des travaux pratiques de sciences analytiques (DFGSP2, ~ 160 étudiants, 63 séances

/ an)

— Membre du jury de délibération en deuxiéme année de pharmacie

— Responsable d’UEs du M2 AC2QMAPS puis DACQ : Qualification , Recherche et développement
analytique , Contréle qualité appliqué au produit fini, Analyse de biomolécules

— Responsable de I'UE Research & development in analytical chemistry du M2 ACDNP

— Responsable des UEs Chimie analytique et Réglementaire du DEUST Production, contréle et
qualité des produits de santé

— Conception et implémentation du logiciel de travaux pratiques virtuels SANTools (13)
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Curriculum Vitae

Centre Hospitalier Universitaire de Bordeaux

— Enseignant pour le diplome de préparateur en pharmacie hospitaliere : sciences analytiques

(chimie des solutions, spectroscopies, chromatographies)

Collége des Ecoles Doctorales de 'Université de Bordeaux

Enseignant auprés des doctorants de I'Université de Bordeaux (débutera en 2026) :

— Concevoir une présentation axée recherche / innovation

— Concevoir un poster : bonnes pratiques pour communiquer visuellement des données scienti-
fiques

— Design a poster : best practices for communicating scientific data visually

— Communiquer visuellement vos données scientifiques avec R : conception de figures scientifiques
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Publications

Publications

2163 citations, h-index 22.7

Les étudiants et postdoctorants supervisés apparaissent en et le candidat en bleu.

Articles académiques

1. Sigl, J.; Morozov, V.; Wang, L.; Sachs, J.; Merlet, E.; Largy, E.;, Kwon, S.; Sanchez, F.; Candela, L.; Huet,
S.; Ferrand, Y.; Douat, C.; Mackereth, C.D.; Hug, Y. An artificial protein-foldamer supramolecular
synthon for self-assembled hybrid architectures. Science, soumis

2. Kabbara, A.; Buré, C.; Guedin, A.; Kauffmann, B.; Largy, E.; Marquevielle, J.; Bonnafous, P.; Mdarhri,
Z.; Ferrand, Y.; Gabelica, V.; Rosu, F.; Andreola, M.-L.; Olivier, C.; Amrane, S. Dibenzoacridinium
derivatives as a new class of G-Quadruplex ligands with anti-HIV-1 properties. NAR Mol. Med.,
soumis

3. Konig, A.; Laffilé, V.; Thore, S.; Mackereth, C. D.; Yatsunyk, L.; Ferrand, Y.; Largy, E.;* Gabelica, V*
Helical aromatic oligoamide foldamers as selective G-quadruplex ligands. Nucleic Acids Res.,
2025, accepted. bioRxiv : 2025.02.25.640101. https://doi.org/10.1101/2025.02.25.640101.

4, Tsalmpouris, A., Largy, E.; Guillarme, D* Systematic evaluation of phenyl stationary phases
for oligonucleotide analysis without ion-pairing reagents. J. Chrom. A, 2025, 1762, 466395.
https://doi.org/10.1093/nar/gkaf953.

5. Largy, E.;* Guedin, A.,, Kabbara, A.; Mergny, J.-L* Amrane, S* Eps2Fold : A Rapid method to
characterize G-quadruplex DNA structures using single absorbance spectra. Nucleic Acids Res.,
2025, 53 (18), gkaf953. https://doi.org/10.1093/nar/gkaf9s3.

6. Kretsch, R. C.; Albrecht, R.; Andersen, E. S.; Chen, H.; Chiu, W.; Das, R.; Gezelle, J. G.; Hartmann,
M. D.; Hobartner, C.; Hu, Y.; Jadhav, S.; Johnson, P. E.; Jones, C. P.; Koirala, D.; Kristoffersen, E. L.;
Largy, E.; Lewicka, A.; Mackereth, C. D.; Marcia, M.; Nigro, M.; Ojha, M.; Piccirilli, J. A.; Rice, P. A.;
Shin, H.; Steckelberg, A.; Su, Z.; Srivastava, Y.; Wang, L.; Wu, Y.; Xie, J.; Zwergius, N. H.; Moult,
J.; Kryshtafovych, A. Functional Relevance of CASP16 Nucleic Acid Predictions as Evaluated by
Structure Providers. Proteins 2025, prot.70043. https://doi.org/10.1002/prot.70043.

7. Guillon, J.; Le Borgne, M.; Milano, V.; Guédin-Beaurepaire, A.; Moreau, S.; Pinaud, N.; Ronga, L.;
Savrimoutou, S.; Albenque-Rubio, S.; Marchivie, M.; Kalout, H.; Walker, C.; Chevallier, L.; Bure,
C.; Largy, E.; Gabelica, V.; Mergny, J.-L.; Baylot, V.; Ferrer, J.; Idrissi, Y.; Chevret, E.; Cappellen, D.;
Desplat, V.; Schelz, Z.; Zupkd, I. New 2,4-Bis[(Substituted-Aminomethyl)Phenyl]Phenylquinazoline
and 2,4-Bis[(Substituted-Aminomethyl)Phenyl]Phenylquinoline Derivatives : Synthesis and Biolo-
gical Evaluation as Novel Anticancer Agents by Targeting G-Quadruplex. Pharmaceuticals 2024, 17
(1), 30. https://doi.org/10.3390/ph17010030.

8. Largy, E.;* ; Gabelica, V. A General Framework to Interpret Hydrogen-Deuterium Exchange
Native Mass Spectrometry of G-Quadruplex DNA. J. Am. Chem. Soc. 2023, jacs.3c09365. https:
//doi.org/10.1021/jacs.3c09365.

2. Valeurs calculées automatiquement a partir des données de Google Scholar, avec le package scholar(74).
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Curriculum Vitae
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12.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Largy, E.;* OligoR : A Native HDX/MS Data Processing Application Dedicated to Oligonu-
cleotides. Anal. Chem. 2023, acs.analchem.3c01321. https://doi.org/10.1021/acs.analchem.3c01321.

; Rosu, F.; Largy, E.; Haustant, J.; Mesmin, C.; Gabelica, V. Native Electrospray
lonization of Multi-Domain Proteins via a Bead Ejection Mechanism. J. Am. Chem. Soc. 2023, 145
(1), 498-506. https://doi.org/10.1021/jacs.2c10762.

Largy, E.; Alies, B.; Condesse, G.; Gaubert, A.; Livingston, T.; Gaudin, K. Teaching with Simulation
Tools to Introduce the Basics of Analytical Chemistry Instrumentation. Anal Bioanal Chem 2022,
414, 6709-6721. https:/ /doi.org/10.1007/s00216-022-04268-0.

Guillon, J.; Cohen, A.; Boudot, C.; Monic, S.; Savrimoutou, S.; Moreau, S.; Albenque-Rubio, S.;
Lafon-Schmaltz, C.; Dassonville-Klimpt, A.; Mergny, J.-L.; Ronga, L.; Bernabeu de Maria, M.; La-
marche, J.; ; Largy, E.; Gabelica, V.; Moukha, S.; Dozolme, P.; Agnamey, P.; Azas,
N.; Mullig, C.; Courtioux, B.; Sonnet, P. Design, Synthesis, and Antiprotozoal Evaluation of New
Promising 2,9-Bis[(Substituted-Aminomethyl)]-4,7-Phenyl-1,10-Phenanthroline Derivatives, a Po-
tential Alternative Scaffold to Drug Efflux. Pathogens 2022, 11 (11), 1339. https://doi.org/10.3390/
pathogens11111339.

Largy, E.; ; Ghosh, A.; Ghosh, D.; Benabou, S.; Rosu, F.; Gabelica, V. Mass Spectrometry of
Nucleic Acid Noncovalent Complexes. Chem. Rev. 2021, 122, 7720-7839. https://doi.org/10.1021/
acs.chemrev.1c00386.

Ghosh, A.; Largy, E.;* Gabelica, V*. DNA G-Quadruplexes for Native Mass Spectrometry in Potas-
sium : A Database of Validated Structures in Electrospray-Compatible Conditions. Nucleic Acids
Res 2021, 49 (&), 2333-2345. https://doi.org/10.1093/nar/gkab039.

Guillon, J.; Denevault-Sabourin, C.; Chevret, E.; Brachet-Botineau, M.; Milano, V.; Guédin-Beau-
repaire, A.; Moreau, S.; Ronga, L.; Savrimoutou, S.; Rubio, S.; Ferrer, J.; Lamarche, J.; Mergny, J.;
Viaud-Massuard, M.; ; Largy, E.; Gabelica, V.; Rosu, F.; Gouilleux, F.; Desplat, V. Design, Syn-
thesis, and Antiproliferative Effect of 2,9-bis[4-(Pyridinylalkylaminomethyl)Phenyl]-1,10-phenan-
throline Derivatives on Human Leukemic Cells by Targeting G-quadruplex. Archiv der Pharmazie
2021, 354 (8), 2000450. https://doi.org/10.1002/ardp.202000450.

Butré, C. I.; Largy, E.; Delobel, A. Profiling of N-Linked Oligosaccharides of a Glycoprotein by
UPLC-FLR-ESI-MS After Derivatization with Fluorescent Anthranilamide. Methods Mol Biol 2021,
2271, 179-188. https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1241-5_13.

Butré, C. I.; Largy, E.; Cantais, F.; Delobel, A. Profiling, Relative Quantification, and Identification of
Sialylated N-Linked Oligosaccharides by UPLC-FLR-ESI/MS After Derivatization with Fluorescent
Anthranilamide. Methods Mol Biol 2021, 2271, 237-247. https:/ /doi.org/10.1007/978-1-0716-1241-
5_17.
Miranda, A.; Santos, T.; Largy, E.; Cruz, C. Locking up the AS1411 Aptamer with a Flanking Duplex :
Towards an Improved Nucleolin-Targeting. Pharmaceuticals 2021, 14 (2), 121. https://doi.org/10.
3390/ph14020121.

; Largy, E.; Gabelica, V.; Sissi, C. A Two-Quartet G-Quadruplex Topology of Human
KIT2 Is Conformationally Selected by a Perylene Derivative. Biochimie 2020, 179, 77-84. https:
/ /doi.org/10.1016/j.biochi.2020.09.015.

Largy, E.;* Gabelica, V. Native Hydrogen/Deuterium Exchange Mass Spectrometry of Structured
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https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.1c00386
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.1c00386
https://doi.org/10.1093/nar/gkab039
https://doi.org/10.1002/ardp.202000450
https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1241-5_13
https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1241-5_17
https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1241-5_17
https://doi.org/10.3390/ph14020121
https://doi.org/10.3390/ph14020121
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2020.09.015
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2020.09.015

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Publications

DNA Oligonucleotides. Anal. Chem. 2020, 92 (6), 4402-4410. https://doi.org/10.1021/acs.analchem.
9b05298.

Renders, M.; Dumbre, S.; Abramov, M.; Kestemont, D.; Margamuljana, L.; Largy, E.; Cozens, C.;
Vandenameele, ).; Pinheiro, V. B.; Toye, D.; Frére, J.-M.; Herdewijn, P. Kinetic Analysis of N -Alkylaryl
Carboxamide Hexitol Nucleotides as Substrates for Evolved Polymerases. Nucleic Acids Research
2019, 47 (5), 2160-2168. https://doi.org/10.1093/nar/gkz008.

Belarif, L.; Mary, C.; Jacquemont, L.; Mai, H. L.; Danger, R.; Hervouet, J.; Minault, D.; Thepenier, V.;
Nerriere-Daguin, V.; Nguyen, E.; Pengam, S.; Largy, E.; Delobel, A.; Martinet, B.; Le Bas-Bernardet,
S.; Brouard, S.; Soulillou, J.-P.; Degauque, N.; Blancho, G.; Vanhove, B.; Poirier, N. IL-7 Receptor
Blockade Blunts Antigen-Specific Memory T Cell Responses and Chronic Inflammation in Primates.
Nat Commun 2018, 9 (1), 4483. https://doi.org/10.1038/s41467-018-06804-y.

Zhou, J.; Amrane, S.; Rosu, F.; Salgado, G. F.; Bian, Y.; Tateishi-Karimata, H.; Largy, E.; Korkut, D.
N.; Bourdoncle, A.; Miyoshi, D.; Zhang, J.; Ju, H.; Wang, W.; Sugimoto, N.; Gabelica, V.; Mergny, J.-L.
L. Unexpected Position-Dependent Effects of Ribose g-Quartets in g-Quadruplexes. Journal of the
American Chemical Society 2017, 139 (23), 7768-7779. https:/ /doi.org/10.1021/jacs.7b00648.
Largy, E.; Cantais, F.; Van Vyncht, G.; Beck, A.; Delobel, A. Orthogonal Liquid Chromatography-Mass
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Chapitre 1

Doctorat a UInstitut Curie/CNRS UMR176/Université Paris XI

11 Contexte

J'ai effectué mon doctorat a l'Institut Curie, au sein de 'UMR176 du CNRS, rattachée a ['Université Paris
XI, grace a une bourse de docteur ingénieur du CNRS (co-financée par U'Institut Curie). Marie-Paule
Teulade-Fichou (Figure 1.1), directrice de 'unité, dirige mes travaux de thése centrés sur 'étude de
linteraction de petites molécules avec les acides nucléiques G-quadruplex (G4). Nous retrouverons
cette famille de structures secondaires non-canoniques de 'ADN et 'ARN tout au long de ce mémoire,
et quelques éléments de contexte sont donc nécessaires. Par soucis de concision, ces structures ne
sont pas décrites ci-dessous avec le niveau de détails dont je peux habituellement faire preuve. Le
lecteur curieux, mais pressé, peut se référer a un guide du G4 concis que j'ai mis en ligne. Pour une
description plus exhaustive des structures secondaires d’ADN et leurs interactions non-covalentes, le

lecteur peut se référer a la section 2 de la référence (7).

FIGURE 1.1. Marie-Paule Teulade-Fichou et Florian Hamon (dont j'ai hérité le respect du port des EPI)

111 Les G-Quadruplexes

Les G-Quadruplexes (G4) sont des quadruples hélices d'acide nucléique, formées par un (intramolécu-
laire), deux (bimoléculaire) ou quatre (tétramoléculaire) brins d’acide nucléique riches en guanines
et, de préférence, pauvres en cytosines (15, 16). Les G4 sont impliqués dans un certain nombre de
processus biologiques critiques (au niveau de 'ADN et de I'ARN), ce qui en fait des cibles thérapeutiques
prometteuses (par exemple, régulation des genes, inhibition de la télomérase, lésions de 'ADN) (17-20).
Ils sont parfois formés par des aptaméres et peuvent étre utilisés en nanotechnologie (Figure 1.2) (27,
22).
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FIGURE 1.2. Couverture du numéro de Chemical Reviews (Volume 119, Issue 10) dédié aux nanotechnologies basées
sur les acides nucléiques, dans lequel J.-L. Mergny et D. Sen s'intéressent aux G4s en particulier (22). J'ai
réalisé cette couverture a leur demande.
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1.1 Contexte

Les G4 sont formés par un empilement d’au moins deux G-quartets, également appelés G-tétrades
(Figure 1.3A). Une tétrade est elle-méme composée de quatre guanines associées par huit liaisons
hydrogéne sur leurs faces de Watson-Crick et de Hoogsteen. Un cation métallique (typiquement K* ou
Na*) est coordonné par le 06 de huit guanines appartenant a deux tétrades G empilées consécutivement
(Figure 1.4) (23). Par conséquent, un G-quadruplex contenant n G-quartets coordonne généralement
n - 1 cations. Le rayon ionique influence grandement la capacité d’'un cation a promouvoir la formation
des G-quadruplexes, ce que j'exporerai plus tard dans mon parcours (Section 3.2) (23-26).

A R H B

N NN
¢ el ™ . 0 0
N H N7 N-R HN
N )= HN— /N ) [\
O= i
. NG/N 7 N) <N N7 NNH,

=
- +
o
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[ N'l ~3 3
syn anti
G
NN
R

antiparallel antiparallel hybrid-1 hybrid-2 parallel
“chair” type “basket” type

FIGURE 1.3. A. Association coplanaire de quatre guanines en G-quartet (ou G-tétrade). Un cation (K", Na*, NH,*) est
coordonné par les 06 de guanines; B. Orientation syn ou anti de la liaison glycosidique; C. Différentes
topologies G4 en fonction de l'orientation de la liaison glycosidique des guanines de tétrades (gris
foncé ou clair) et de la géométrie des boucles (vert). Un cation (rond gris) est coordonné entre chaque
couple de tétrades.

Dans un G4, les guanines impliquées dans les G-quartets constituent les G-tracts. Les nucléotides
des termini 5’ et 3', positionnés avant le premier ou apres le dernier G-quartet, sont appelés flanking
sequences. Les boucles reliant les G-tracts peuvent adopter différentes géomeétries, principalement
la propeller (reliant des guanines de G-tracts adjacents mais de quartets opposés), latérale (G-tracts
adjacents et méme quartet), et diagonale (G-tracts diagonalement opposés et méme quartet) (29).

Les G4 sont particulierement polymorphes; certaines séquences peuvent adopter des conformations
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FIGURE 1.4. Haut : Structure cristalline de [d(T,G,T,)], coordonnant K* (PDB ID 1JPQ (27)) ou Na* (PDB ID 1)B7 (28)). Les
guanines sont représentées en brun, les thymines en vert, les cations sous forme de sphéres violettes
et les oxygenes des molécules d’eau complétant les sphéres de coordination sous forme de sphéres
rouges. Milieu et bas : structure des tétrades représentées aux formats balls and sitcks et sphéres,

respectivement.
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1.1 Contexte

distinctes, coexistant parfois en équilibre (30, 317). Les résidus des termini et des boucles peuvent
favoriser des conformations spécifiques en formant des paires de bases avec d’autres résidus de
termini ou des boucles et en s'empilant sur des tétrades externes (32-34). En régle générale, les
séquences avec des boucles plus courtes ont tendance a adopter une géomeétrie propeller et a produire
des Gu4s plus stables que celles avec des boucles longues (35).

L'attention particuliére portée a la séquence télomérique humaine est en partie historique, avec un
certain nombre d'études fondamentales parues a la fin des années 80 et au début des années 90 (36-38),
en partie thérapeutique (39-47), mais découle également de son polymorphisme particuliérement
impressionnant pour une simple répétition des bases GGGTTA. On pourrait écrire des pages sur ce
polymorphisme, ce dont je vous ferai grace ici puisque je l'ai déja fait par ailleurs (23), et que la Figure 1.5
illustre plutot bien cette diversité structurale.

FIGURE 1.5. Exemples de structures G-quadruplex télomériques humaines déposées dans la PDB avant 2010 et
résolues par RMN ou cristallographie aux rayons X : 143D (42), 1KF1 (43), 2GKU (44), 2HY9 (45), 2JSM et
2JSL (46), 2)PZ (47), 2KF8 (48) et 2KKA (49). Toutes les structures, a 'exception de 143D (Na*), ont été
résolues dans des conditions K.
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Ce qu'il faut préciser en revanche, c’est que ce polymorphisme est loin de se limiter a la seule séquence
télomérique humaine. Etant donnée cette polymorphie intrinséque des Gés, ils ont rapidement été
classée dans des familles partageant une méme topologie. Celle-ci est généralement définie par les
orientations relatives des G-tracts et/ou des angles de liaison glycosidique des guanines (syn ou anti;
Figure 1.3B). La topologie est paralléle lorsque tous les tracts sont orientés dans la méme direction
(toutes les guanines empilées ont un angle de liaison glycosidique en anti), antiparalléle lorsque deux
brins sont orientés dans la direction opposée aux deux autres (hétéro-empilement de guanines syn et
anti) et hybride lorsqu’un brin est orienté dans la direction opposée aux trois autres (mélange d’homo-
et d’hétéro-empilement) (Figure 1.3C) (29). Les topologies antiparalléles ou les brins de direction
opposée sont latéralement (type “chaise”, toutes les boucles sont latérales) ou diagonalement (type
“panier”, une boucle diagonale et deux latérales) opposés ne sont pas équivalentes. On notera que la
topologie hybride a été introduit tardivement (en 2006 (50)), et par conséquent une grande partie de la
littérature antérieure ne mentionne que les topologies paralléles et antiparalléles d'une fagon qui peut

maintenant nous paraitre erronée (57).

1.1.2 Les ligands de G-Quadruplexes

La découverte de molécules capables de se lier sélectivement a ces structures est une piste thérapeu-
tique prometteuse (52-54). Les premiéres générations de ligands de G4s a été fortement inspirée par
les intercalants d’ADN duplex. Ainsi, un des premiers ligand de G4 connu est RHPS4, qui est un ligand
d’ADN duplex (Figure 1.6) (55). Compte tenu de la différence de taille et de forme entre les tétrades
et les paires de bases, l'augmentation de l'affinité et de la spécificité peut reposer sur une simple
augmentation de la surface aromatique afin d’optimiser son chevauchement avec tétrades tout en
empéchant son intercalation. Le PhenDC3, qui présente une excellent affinité pour les G4s et une
sélectivité élevée contre 'ADN duplex, est un bon exemple d’optimisation rationnelle de la taille et
de la forme du coeur aromatique (56). Lajout de chaines latérales protonables et l'optimisation de
leur nature et de leur longueur peuvent également contribuer favorablement a l'interaction, moduler
la sélectivité et améliorer la solubilité dans l'eau (57-62). Un exemple précurseur est BRACO-19, une
acridine 3,6,9-trisubstituée dont les pyrrolidines des chaines latérales permettent des interactions
favorables avec les sillons, tandis que le substituant 9-anilino se positionne dans un troisiéme sillon
(55, 57, 63). De méme, la pyridostatine est un dérivé de la 360A dans lequel trois chaines latérales ont
été ajoutées et les quinolines ne sont plus N-méthylées (64).

1.2 Orientations des travaux de thése

Mon sujet de thése était initialement uniquement dédié a la synthese de complexes métalliques
comme ligands de 'ADN quadruplexe. Il devait venir continuer (une partie) du travail d’'une précédente
doctorante, le Dr. Héléne Bertrand, qui a produit plusieurs articles sur le sujet (65-68). Comme Héléne
part au moment ou j'arrive, c'est David Monchaud, chargé de recherche CNRS au laboratoire, qui me
prend sous son aile et m’'inculque tout ce que j'ai besoin de savoir sur 'ADN, et plus, le jour de mon

arrivée. Lampleur de la tache et la force du café de David me donnera des palpitations. Il me forme
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FIGURE 1.6. Ligands de G-quadruplexes . Certains étaient déja publiés au début de ma thése.
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également sur les techniques spectroscopiques que je serai amené a utiliser (69-71), ce qui sera d'une
grande importance.

Dans les faits, au début de mes travaux de thése (en octobre 2008), de nombreuses molécules ont déja
été publiées, dont certaines - comme 360A, PhenDC3 ou Cu-ttpy - dans mon laboratoire de thése, avec
des sélectivités significatives en faveur des G4s (sans pour autant discriminer efficacement différentes
topologies) (56, 66). )'entends d'ailleurs ici et la qu’on a fait le tour de la question, que les G4s sont un
effet de mode et que dans 5 ans on en parlera plus, comme les triplexes.’ Il s’'agit d’'un élément de
contexte important, car il va naturellement m'imposer un défi scientifique qui n'était pas explicitement
prévu : il ne s'agit pas de simplement synthétiser de petites molécules qui se lient aux G4s mais
de découvrir des ligands a valeur ajoutée. Je présente dans ce chapitre mes tentatives de ligands
covalents, fluorescents, biotinylés, et qui discriminent des topologies de G4s, mais nous verrons que
j'y reviendrai bien plus tard (Section 5.3) (72). J'utilise ici le terme découverte car ces ligands ne sont
pas tous le fruit du design rationnel. Pour obtenir des ligands “intéressants”, je vais aussi m’intéresser
au criblage de petites molécules, ce qui va m'amener a développer des techniques analytiques ad
hoc. Cela constituera un point de bascule dans mon parcours et enterrera ma carriére de chimiste
organicien - ce qui n'est pas une grande perte pour la recherche. Cela n'aurait pas été possible sans
'apport inestimable de Florian Hamon (Figure 1.1; maintenant Head of New Drug Application group,
chez Curium Pharma), qui a rejoint 'équipe comme postdoctorant environ un an apreés le début de mon
doctorat. C'est lui qui prendra en charge le gros du travail de synthése, étant de son coté peu attiré par
les aspects analytiques. Cette complémentarité entre nos profils et envies a sans aucun doute joué un

role majeur pour ma thése et la suite de ma carriére.

En résumé, deux axes de travail interconnectés se sont donc dégages :

1. Synthéses de nouveaux ligands organiques et inorganiques d’ADN quadruplexe,

2. Développement de méthodes analytiques pour 'analyse d’interactions entre ligands et acides

nucléiques,

Lapplication des méthodes de l'axe 2 permet de caractériser les ligands préparés a 'axe 1, mais aussi
d’en découvrir de nouveaux par criblage de chimiothéques.

1.3 Axe 1. Synthése de nouveaux ligands organiques et inorganiques de haute affinité
et sélectivité

Comme évoqué ci-dessus, les ligands de G4s publiés au début des années 2000 sont des molécules
hétérocycliques planes, inspirés des intercalants de 'ADN duplex. Leur surface aromatique est géné-
ralement étendue par rapport a ces derniers pour maximiser le m-stacking sur les G-quartets tout
en empéchant l'intercalation dans les duplexes (7, 73). Plusieurs possédent donc de bonnes voire
excellentes sélectivités en faveur des G4s, mais pas entre plusieurs G4s (voir Section 1.4.1.2.1). Il existe
également a 'époque peu de ligands possédant des fonctions supplémentaires que celle de se lier aux
G4s. Une part importante de mes travaux de thése a donc été la synthése et caractérisation de nouveaux

1. Généralement par des personnes qui travaillent toujours dans le domaine.
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1.3 Axe 1. Synthese de nouveaux ligands organiques et inorganiques de haute affinité et sélectivité

ligands organiques et inorganiques de haute affinité et sélectivité, possédants un ou plusieurs modes
d’interaction et/ou des fonctionnalités d’intérét (fluorescence pour la détection de Gé4s, couplés a de la
biotine pour des expériences de pull down, etc.). J'ai ainsi synthétisé, ou participé a la synthése, de
plusieurs séries de ligands que je présente brievement ci-apres.

1.31 Complexes organométalliques comme ligands covalents et non-covalents des G4s

Ce projet est fondamental dans ma carriére, et en un sens forme le trait d’'union entre ma formation
initiale et certains de mes projets actuels. Il s'agit de mon projet initial de thése, celui qui était présenté
sur 'annonce a laquelle j'ai répondu, et sur lequel j'ai passé trois ans - mais pas a temps plein comme

on le verra ci-apres.

Le projet reprend la o ce sont arrétés (I'excellente) doctorante qui m'a précédé, le Dr. Héléne Bertrand,
désormais professeure au Laboratoire des BioMolécules (ENS, Paris), et Eric Talbot, un étudiant de Master
ayant comme moi étudié a I'Ecole Supérieure de Chimie Organique et Minérale, et maintenant Head
of Synthetic Drug Design chez Isomorphic Labs (Londres, RU)?. Trés briévement, plusieurs complexes
métalliques, particuliérement de platine et de cuivre, avec des ligands hétérocycliques (terpyridine :
tpy, tolyl-terpyridine : ttpy, dibenzoterpyridine : BisQ; Figure 1.7) ont été synthétisés et montre des

affinités et sélectivités prometteuses pour les G4s (65, 66, 68). En particulier, il apparait que :

1. Les complexes de platine peuvent platiner 'ADN, ce qui est frequemment exploité dans le
cadre de thérapies anticancéreuses (inhibition de la réplication, altération des mécanismes de
réparation) (74);

2. Les ligands apicaux des complexes de cuivre(ll), rendant la molécule non-plane, pourraient jouer
un role dans cette sélectivité : ils empécheraient lintercalation dans les duplexes et pourraient
également empécher le stacking sur des G4s dont les tétrades sont coiffées de boucles, entrainant
une géne stérique (66).

Ce projet sied le jeune doctorant que je suis car je sors d'un stage de M2 recherche centré sur la
synthése de molécules organométalliques, et il se situe a l'interface avec la biologie, ce qui m'attire
depuis mon stage ingénieur chez Sanofi Aventis. Il sera aussi le projet qui m'ameénera a collaborer avec
Valérie Gabelica et Frédéric Rosu, ce qui conditionnera beaucoup la suite des événements.

Une série de ligands hétérocycliques, azotés, tridendates commerciaux (terpyridine, tolylterpyridine)
ou que j'ai synthétisés (BisQ, tBisQ, tMebip; Figure 1.7) a été utilisée pour obtenir quinze complexes de
palladium (I1), platine (11) et cuivre (II) (75). La synthése de BisQ a déja été décrite au laboratoire (65), en
revanche celles de tBisQ et tMebip sont originales.

Pour tBisQ, l'intermédiaire clé, la 2-acétylquinoline, a été obtenu par estérification de 'acide qui-
naldique, suivie d’'une condensation de Claisen, puis d’'une étape de saponification/décarboxylation
(Figure 1.8). Le ligand a finalement été obtenu avec un rendement de 54% par une double réaction
de Krohnke, en utilisant une double condensation avec de 'ammoniaque sur la 2-acétylquinoline,

2. A ne pas confondre avec l'artiste qui a travaillé sur les Tortues Ninja
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FIGURE 1.7. Ligands tridentates azotés utilisés pour la préparation de complexes de métaux de transition comme
ligands de G4

l'acétate d’ammonium et le 4-méthylbenzaldéhyde dans un tube scellé a 100°C pendant 24 heures (76).
Le rendement final fut de 27%.

Le tMebip a été préparé en trois étapes a partir de l'acide chélidamique, avec un rendement global de
45% (Figure 1.9). La formation des benzimidazoles a été obtenue par cyclisation thermique de l'acide
chélidamique et de la N-méthyl-1,2-phénylénediamine en présence d’acide polyphosphorique, qui a
été utilisé comme solvant (77). La position 4 de la pyridine a ensuite été bromée par 'oxybromure de
phosphore (78), ce qui a permis d’introduire le groupe tolyle par un couplage de Suzuki (79). Le produit
final a été facilement obtenu car il précipite a température ambiante dans le mélange THF/eau utilisé
comme solvant. Cette synthése a étre réalisée a I'échelle du gramme et nécessite peu d'étapes de
purification.

Les complexes de palladium, de platine et de cuivre de BisQ, tBisQ et tMebip ont été préparés en
adaptant les procédures décrites dans la littérature (66, 80-82). Ces complexes ont été obtenus avec
des rendements inférieurs a ceux obtenus avec tpy et ttpy, probablement en raison de leur plus grande
surface aromatique, qui délocalise les doublets non liant de l'azote. Ce sont d'ailleurs mes difficultés a
produire le complexe Pt(ll)-tMebip qui m’ont amené a préparer le complexe de Pd(lIl), cet ion étant plus
réactif. Il ne s'agit alors que du deuxiéme exemple publié de complexes de palladium comme ligand de

G4s, le premier venant de I'équipe de Ramon Vilar (83).

Nous avons observé une augmentation de la température de dénaturation des G4s impressionnante en
présence des complexes de palladium, qui suggére une interaction forte (collaboration avec Aurore
Guédin et Jean-Louis Mergny, ARNA, Bordeaux) (Figure 1.10A). Les complexes de platine et de cuivre
donnent des stabilisations moindres, montrant 'importance de la nature du métal. La structure du
ligand organique exerce également une influence, les surfaces aromatiques plus larges favorisant le

stacking.
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1.3 Axe 1. Synthése de nouveaux ligands organiques et inorganiques de haute affinité et sélectivite
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FIGURE 1.9. Synthése de tMebip. a. N-méthylbenzéne-1,2-diamine, acide polyphosphorique, 215°C, 17 h; b. POBr,,
140°C, 17 h; c. acide p-tolylboronique, [Pd(PPh,), ], K,CO., THF/eau, reflux, 24 h (45% sur ces trois étapes);
d. K,PtCl,, nitrométhane, reflux, 24 h (15%); e. [Pd(cod)CL,], DMF, 50°C, 24 h (48%); f. Cu(NO,),, CH,CL, ,
acétonitrile, 48°C, 48 h (42%).
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Leffet particulier des complexes de palladium s’explique par une coordination quantitative du cation
métallique aux bases de 'ADN, que nous avons mis en évidence par spectrométrie de masse native avec
Frédéric Rosu et Valérie Gabelica, alors a 'université de Liége, en Belgique (Figure 1.10B). Trois espéces
ont été distinguées résultant de i) la coordination directe entre 'ADN et le complexe métallique, et
du m-stacking non covalents entre I'ADN et les ii) formes chloré ou iii) aqua du complexe métallique
(Figure 1.10C). Pour les complexes de platine, la forme principale liée a 'ADN est la forme aqua (Cl
est remplacé par OH), mais quelques complexes chlorés associés a 'ADN sont encore observés. Le
complexe directement coordonné a 'ADN, pour lequel un résidu de 'ADN occupe le quatriéme site
de coordination, est mineur pour les complexes de platine, mais trés largement prédominant pour
les complexes de palladium (quantitatif a température ambiante en moins d’une heure), ce qui est
cohérent avec la plus grande réactivité de ce dernier.

J'ai pu confirmer cette coordination par une expérience simple de spectroscopie UV-visible, ot 'on peut
observer un décalage vers le rouge de la bande MLCT en présence de ligand (Figure 1.10D). La substitution
d’un atome attracteur d’électrons (le chlore) par un donneur neutre (le doublet non liant d’azote d’une
base de 'ADN) augmente la densité électronique du centre métallique et, par conséquent, diminue
'énergie de la MLCT (84). Je découvre a cette occasion mon appétence pour la caractérisation d'acides
nucléiques par des techniques spectroscopiques “simples”, ce que j'aurai 'opportunité d'exploiter a

plusieurs reprises pendant ma carriére.

Finalement, les complexes [Pd(ttpy)] et [Pd(tMebip)] sont également plus efficaces que leurs homo-
logues a base de platine pour inhiber la croissance des cellules cancéreuses in vitro. Plus généralement,
ces résultats démontrent que l'affinité pour 'ADN G4 et le mode d'interaction des complexes métalliques
peuvent étre modulés en modifiant soit le métal, soit le ligand organique.

A titre personnel, la collaboration avec Valérie et Frédéric s'avérera déterminante pour la suite de ma
carriere; je les rejoindrai en post-doctorat quelques années plus tard.

1.3.2 Ligands oligohétéroaryles acycliques qui discriminent fortement entre diverses topologies G4
en ciblant les sillons

Dans l'optique de potentielles applications thérapeutiques, les ligands de G4 doivent présenter une
forte affinité pour le G4 ciblé, combinée a une faible association avec 'ADN duplex. Parmi la pléthore de
ligands déja publiés au début de ma thése, le premier a avoir répondu a ces critéres est la télomestatine,
un macrocycle naturel a base d’oxazole (Figure 1.11) (85). La télomestatine est neutre, ce qui la différencie
de la grande majorité des ligands de G4, qui présentent des squelettes aromatiques fusionnés avec
des charges cationiques. Sa forme macrocyclique est suspectée d’étre le déterminant principal de
son interaction avec les G4s et de son absence d’affinité pour 'ADN duplex. Pour répondre a cette
question importante dans |'établissement des régles de reconnaissance des G4s, nous avons synthétisé
de nouveaux ligands neutres, mais non macrocycliques, a base de motifs oxazole et pyridine alternés
(Figure 3A) (86, 87).

Les premiers exemples, TOxaPy et BOxaPy, ont été initiés lors de la thése de Myriam Rouchon Dagois,

soutenue en 2008, sous la direction de Marie-Paule Teulade-Fichou et David Grierson et supervisée par
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1.3 Axe 1. Synthése de nouveaux ligands organiques et inorganiques de haute affinité et sélectivite
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FIGURE 1.10. Les complexes de palladium stabilisent remarquablement les G&s (FRET-melting; A : barres noires),
ce qui s’explique par la combinaison d’interactions non-covalentes (stacking sur les G-quartets), et
de coordination des bases de 'ADN (C), en particulier par les complexes de Pd(Il) comme mis en
évidence par ESI-MS native (B) et titrations UV-vis (D). Le modéle a été optimisé par 10 ns de dynamique
moléculaire dans un champ de force AMBER (parm99) aprés docking et coordination du ligand, lui-
méme optimisé par DFT (hybrid functional B3LYP, 6-31G(d) basis set), et optimisation géométrique
d’une ns (E). Encart : Frédéric Rosu.
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FIGURE 1.11. Les ligands TOxaPy et BOxaPy sont des analogues acycliques du ligand naturel de G4 télomestatine

Chi Hung Nguyen.

Leur syntheése initiale s'est appuyée sur une procédure convergente basée sur le couplage de la 2,6-
bis(oxazol-5-yl)pyridine avec des dérivés de la 2-bromopyridine par la double activation des CH des
oxazoles (88) (Figure 1.12). La 2,6-bis(oxazol-5-yl)pyridine a été obtenue en deux étapes par ['oxydation
de la 2,6-lutidine avec du dioxyde de sélénium pour obtenir la pyridine-2,6-dicarbaldéhyde (89), qui a
été soumise aux conditions de Van Leusen. Le couplage dans des conditions classiques avec deux équi-
valents molaires de 2-bromopyridine a conduit au penta-hétéroaryle BOxaPy (bisoxazoletrispyridine).
La méme réaction de couplage a été effectuée en utilisant le 2-bromo-5-(pyridine-2-yl)oxazole pour
préparer 'homologue heptaaryle TOxaPy (tétraoxazoletrispyridine).

|
X /(j
X a | Br” N7 NN N
| —_— — _— \ (0] (0] /)

O AN 2P N N TN b

\_0O o /4 — 7

N N7\
N\ / BOxaPy —

FIGURE 1.12. Premiére approche synthétique, produisant BOxaPy et un mélange de deux régioisomére de TOxaPy.
a. TosMIC, K,CO,, MeOH, 50°C, 16 h (50%); b. Cul,Pd(0Ac),,Cs,CO,,PCy,-HBF,, dioxane, 130°C, 24 h (45%);
Cy = cyclohexyl.

Nous nous satisfaisons de I'analyse en masse qui confirme 'obtention de TOxaPy. Cependant, un revie-
wer remarque, fort justement, qu’aprés la premiére condensation de 2-bromo-5-(pyridine-2-yl)oxazole,
la seconde peut avoir lieu soit sur 'oxazole symétriquement opposé au premier site de condensation,
soit sur l'oxazole qui vient d’étre introduit (Figure 1.13). Cela produit un isomére géométrique de méme
masse, ne différant que par une jonction pyridine-oxazole. Nous avons confirmé la clairvoyance du
reviewer par analyse LC et MS a partir de la 2,6-bis(oxazol-5-yl)pyridine deutérée sur les positions 2 des
oxazoles : il y avait bien deux isomeéres en proportions 50/50!

Il s'agit d’'un moment clé de ma thése, ou l'importance de l'utilisation de techniques analytiques
multiples et orthogonales, de la révision par les pairs, et de la remise en question permanente des
résultats deviennent évidentes. Je ne le sais pas encore, mais ce premier marquage isotopique au
deutérium en appellera beaucoup d’autres.

Pour obtenir le TOxaPy sans ambiguité, Florian Hamon et moi avons suivi une nouvelle voie dans
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FIGURE 1.13. Synthése initiale de TOxaPy produisant un mélange 50/50 de deux isoméres variant par une unique
jonction pyridine-oxazole, mise en évidence ici par deutération de la 2,6-bis(oxazol-5-yl)pyridine,
dont 'azote central est coloré en orange. Les positions 2 et 5 des oxazoles sont numérotées en bleu
et marron, respectivement. Conditions expérimentales : a. Pd(OAc)z, PCy,-HBF,, Cul, Cs,CO,, toluéne,
dioxane, 130°C.

laquelle des groupements oxazoles terminaux ont été synthétisés a partir d'intermédiaire bisformyle
pentacyclique correspondants (Figure 1.14). Dans cette approche, la 2,6-bis(oxazol-5-yl)pyridine a
été couplé a la 2-bromo-6-(1,3-dioxolan-2-yl)pyridine pour obtenir le précurseur bisacétal qui, aprés
déprotection puis traitement au TosMIC (isocyanure de p-toluénesulfonylméthyl) a produit TOxaPy
avec un rendement global de 19%.

Le dérivé heptacyclique TOxaPy s'est révélé totalement dépourvu d'affinité pour 'ADN duplex tout en
présentant une préférence sans précédent pour certaines topologies de G4 par rapport a d’autres. En
particulier, le nouveau composé reconnait la topologie G4 (antiparalléle) de la séquence télomérique
humaine formée un tampon riche en Na*, mais pas celle obtenue dans un tampon riche en K* (mélange
de topologies hybrides) (Figure 1.15A). Pour confirmer les résultats du classique FRET-melting (Aurore
Guédin et Jean-Louis Mergny, ARNA), jai utilisé le test G&-FID (voir Section 1.4.1) et des titrations
fluorimétriques - TOxaPy étant fluorescent a l'état libre (A, : 340 nm, A, : 350-550 nm) et quenché
lorsque complexé (Figure 1.15B-C). Cette sélectivité est unique parmi les ligands publiés jusque-la
(Figure 1.15D). Linteraction dépend également fortement de la taille de I'oligomére, car l'analogue
pentacyclique BOxaPy n’interagit pas avec les G4s (Figure 1.15A).

On notera que, contrairement a la télomestatine, TOxaPy n’est pas un macrocyle. Malgré cela, il
est présenté dans la publication (et ici) sous forme circulaire, sans doute pour ressembler a une
télomestatine a laquelle il manquerait un hétérocycle. Cela induit un biais de communication visuel
important, puisqu'il suggére au lecteur que ces molécules interagissent avec les G4s de facon similaire.

Or, les expériences de G4-FID (Figure 1.15B), qui confirment l'absence d’interaction de TOxaPy avec les
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FIGURE 1.14. Synthése régiospécifique de TOxaPy. a. Cul, Pd(OAc),,Cs,CO,,PCy,-HBF,, dioxane, 130°C, 24 h (45%); b.
HCL (2 M), 110°C, 2 h, (84%); c. TosMIC, K,CO,, MeOH, 50°C, 16 h (50%).

G4s télomériques en solution K*, suggerent que la sélectivité de ce ligand s'explique par son interaction
dans les sillons de G4, plutét que par m-stacking sur les G-quartets. En effet, TOxaPy ne déplace que
partiellement le thiazole orange, ce qui est cohérent avec une interaction n'ayant pas lieu sur les
tétrades. Linteraction dans les sillons est possible, comme mis en évidence par docking par Nicolas
Saettel, alors maitre de conférences dans l'équipe, sans que cela ne présente une preuve formelle
(Figure 1.15E).

Le principal probleme de TOxaPy pour des études in vitro et in vivo est sa trés faible solubilité dans
'eau. Une seconde série de dérivés hétérocycliques non condensés “BOxAzaPys”, solubles dans l'eau,
a ensuite été préparée en collaboration avec 'équipe du Prof. M. Freccero (Pavie, Italie) (Figure 1.16)
(87). De fagon trés intéressante, ces composés BOxAzaPys ont une sélectivité inversée, probablement
également due a une interaction dans certains sillons (Figure 1.17). Les chaines aminées apportent d'une
part la solubilité dans l'eau, et d'autre part modulent l'affinité et la sélectivité de ces composés.

Les sillons de G4s pourraient présenter des geométries plus « uniques » que ne le sont les G-quartets,
et seraient donc des cibles a explorer pour obtenir des ligands sélectifs d’'une topologie particuliére.
Ce mode d’interaction est connu pour les duplexes (et permet d’ailleurs d’améliorer la sélectivité des
ligands pour des séquences particuliéres par rapport aux intercalants), mais n'avait pas encore été
mis en évidence pour les G4s et reste a ce jour trés rare (7). Notons que, si tous les G-quartets sont
similaires, ils présentent un environnement qui peut varier; nous avons récemment exploré cette
opportunité de discrimination (Section 5.3) (72).

1.3.3 Ligands de G4 possédant des propriétés physico-chimiques d’intérét

Comme indiqué ci-avant, une partie de mes travaux de thése était liées a la synthése et caractérisation

de ligands de G4s possédant des fonctionnalités d’intérét. Deux stratégies ont été employées : i. la fonc-
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FIGURE 1.15. TOxaPy stabilise la topologie G4 de la séquence télomérique humaine obtenue en présence de sodium,
mais pas celle observée en présence de potassium (A). Le déplacement d’un compétiteur fluorescent
(test G4-FID) n’est également observé que pour cette topologie (B), tout comme le quenching de sa
fluorescence (C). Cette sélectivité est alors exceptionnelle (D). Le déplacement n’étant que partiel, il
suggére un mode d’interaction dans les sillons, illustré par des expériences de docking (E).
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FIGURE 1.16. Structures des BOxAzaPYs
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FIGURE 1.17. Les ligands BOxAzaPys sont des analogues de TOxaPy, solubles dans l'eau grace a des chaines latérales
cationiques. Leurs sélectivités sont inversées par rapport a celle de TOxaPy : il y a plus d'interaction
avec la séquence télomérique humaine en présence de potassium (A) que de sodium (B). Laffinité est
également dépendante de la nature de la chaine latérale.

tionnalisation de ligands connus (Section 1.3.3.1) et ii. la synthése de ligands originaux (Section 1.3.3.2).

1.3.3.1 Dérivés fonctionnalisés de pyridodicarboxamides

Les ligands pyridodicarboxamides (« PDC »), comme 360A (Figure 1.6), sont parmi les plus affins et
sélectifs pour UADN G4. J'ai été impliqué dans plusieurs projets visant a leur joindre des propriétés
d’intérét. Ainsi, nous avons synthétisé les ligands suivants :

— un dérivé biotinylé qui a permis la conduite d’'une expérience de SELEX pour la découverte
d’aptaméres G-quadruplex (90),

— un dérivé fluorescent, comme sonde d’ADN quadruplex (97),

— Des dérivés halogénés ont été synthétisés pour leur plus grande affinité et effets aux télomeéres
(92).

Ces ligands sont décrits plus en détails en Sections 1.4.1.3.4 et 1.4.1.3.5, dans le contexte de l'utilisation
de leurs propriétés.

1.3.3.2 Ligands fluorescents distyryles

En plus du dérivé fluorescent de PDC, une nouvelle famille de composés distyryles asymétriques
fluorescents a été préparée par Xiao Xie, un doctorant (désormais ingénieur R&D chez Technology
Transfer Acceleration Company [ Institut Pasteur) supervisé par Anton Granzhan, et étudiée de fagon a
mieux comprendre comment des différences structurales subtiles influencent a la fois leurs fluorescence
et sélectivité structurale (Figure 1.18) (93).

Ces dérivés interagissent sélectivement avec 'ADN G4 et ont une forte émission de fluorescence dans
le rouge lorsqu’elles sont complexées (sonde fluorescentes off /on). Leur sélectivité optique, ils sont
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plus de 100 fois plus fluorescent en présence de G4 qu'en absence d’ADN, ou en présence d’ADN duplex,

a été mise en lumiére par des titrations fluorimétriques.

Lors de précédents travaux, j'avais observé que 'ADN G4 était mal visualisé dans des gels natifs par
des colorants fluorescents courants tels que le bromure d'éthidium, GelRed ou SYBR Safe, ce qui avait
également déja été noté dans des publications d’autres laboratoires (94-96). Nous avons observé
que la coloration des gels PAGE avec des solutions de 1a ou 1b (2 mM), suivie d’'une détection de la
fluorescence a 670 nm, permet de détecter sélectivement les bandes correspondant au quadruplexe

télomérique (22AG) et a c-myc (Figure 1.19).

quadruplexes duplexes quadruplexes duplexes

& (0 ?’ &?’ Q, ?’ &

"ly. 0‘0 b%

En revanche, presque aucune fluorescence n'a été observée dans les bandes contenant des ADN duplex
(ds-lac, DrewAT) et TBA. Ce quadruplexe a deux tétrades est trés souvent peu lié par les ligands de G4,

comme j'aurai l'occasion de le voir dans de nombreuses autres études présentées ici.

Mes contributions a la caractérisation de ces composés fluorescents, a la synthése de complexes de
platine fluorescents (jamais publié; Figure 1.21) et l'utilisation du plusieurs autre sondes lors de mes
travaux de développement analytique (Section ), m’ont amené a participer a la rédaction d'une

revue exhaustive sur le sujet (77).
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FIGURE 1.20. Frontispiece du volume 19, numéro 4 de Chemistry — A European Journal (93)
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FIGURE 1.21. A. Xiao Xie, ici en conditions hivernales, a synthétisé les dérivés distyryles. B et C. Synthése de ligands
fluorescents.

1.4 Axe 2. Méthodes analytiques pour l'analyse d’interactions ligands-acides
nucléiques

1.4 Déplacement de sondes fluorescentes de G4 a haut débit : le test HT-G4-FID
1411 Développement du HT-G4-FID

Le FID (Fluorescence Intercalator Displacement) est une technique qui permet de déterminer l'affinité de
molécules a priori non fluorescentes (et ne possédant pas un autre type de propriété physico-chimiques
permettant une titration) pour des oligonucléotides de diverses structures (quadruplexes, duplexes,
hairpin, triplex), par le déplacement d’une sonde fluorescente off/on (Figure 1.22). Cette technique a
été développée par Dale L. Boger (Scripps Research Institute), que j'ai eu la chance de voir présenter
lors du Pacifichem 2010 (97-100).

Concrétement, l'oligonucléotide est marqué de fagon non covalente par une sonde dont la fluorescence
est fortement exaltée en sa présence (on; structure plane et isolé du solvant aqueux). L'ajout de
quantités croissantes de ligand entraine le déplacement de la sonde et donc une diminution de la
fluorescence (off ; structure en libre rotation et accessible par l'eau; Figure 1.22). Le suivi de l'intensité
de fluorescence permet d'estimer l'affinité de la molécule pour l'oligonucléotide testé. Plus un ligand
est affin, plus de faibles concentrations de celui-ci suffisent a déplacer la sonde.

Pour son application aux structures G-quadruplexes, on parle de test G4-FID et la sonde choisie par
David Monchaud (parti depuis a I'Université de Bourgogne) lors du développement initial de la méthode
est le thiazole orange (TO; Figure 1.22), plutot que le bromure d’éthidium (EtBr), qui lui est préféré pour
'ADN duplex, mais fluoresce peu avec les G4s. On notera que :

— Dale Boger, qui utilisait principalement le EtBr, avait testé le TO comme sonde pour du FID sur
des tiges-boucle d’ADN, en concluant qu'il constitue une alternative dans les cas ou l'excitation
ou 'émission des ligands étudiés chevauche celle du EtBr (98). C'est dans cette méme optique
que j'explorerais l'utilisation de sondes alternatives,

— Le FID porte mal son nom quand appliqué aux G4s car le TO ne s'y intercale pas.
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FIGURE 1.22. Principe du G4-FID. Le thiazole orange fluoresce en interagissant avec '’ADN (conformation planaire)
mais pas en solution (libre rotation autours du pont méthine).

Les avantages du FID sont nombreux. C'est une méthode peu chére, rapide (notamment en microplaque;
voir les sections 1.4.1.2.1, 1.4.1.2.2), exacte et précise, et dotée d’'une bonne résolution. Par rapport au
FRET-melting, elle a l'avantage d’étre isotherme et ne nécessite qu'un fluorimétre standard. En revanche,
elle ne permet généralement pas de mesurer de constantes d'affinité, méme si cela est possible dans
certains cas particulier que j'ai eu la chance de rencontrer (Section 1.4.1.3.2). Le FID peut aussi apporter
des informations qualitatives sur le mode d’interaction. Par exemple, le déplacement partiel du TO par
le ligand TOxaPy suggére que ce dernier n'interagit pas sur les G-quartets, comme le TO, mais plutot
dans les sillons (Figure 1.15) (86).

Aprés avoir utilisé la méthode telle que mise au point par David Monchaud (avec le TO), ou dans la
version de Dale Boger (avec I'EtBr; Section 1.4.1.3.1), en cuvettes, j'ai souhaité développé une version
a haut débit de 'essai, nommée HT-G4-FID (High-Throughput Quadruplex Fluorescent Intercalator
Displacement), qui est réalisé dans des microplaques a 96 ou 384 puits (Figure 1.23) (101, 102). En effet,
la réalisation du test en cuve implique une acquisition point par point des titrations, avec agitation
manuelle de la cuve, et cela pour chaque couple G4/ligand. Lutilisation de plaques permet de réaliser
plusieurs titrations entiéres en paralléle, et ouvre la porte a l'automatisation des opérations de pipetage,
ce que j'ai mis en ceuvre ultérieurement (Section 1.4.1.2.2).

—_—
G4-FID HT-G4-FID
Cuve Plaque 96 puits
1 ligand avec 1 oligonucléotide 4 ligands avec 1 oligonucléotide
1 fluorophore : TO 3 fluorophores : TO, TO-PRO-3 et Hoechst 33258

Plaque 384 puits
20* ligands avec 8 oligonucléotides (criblage)

FIGURE 1.23. Transposition du G4-FID en plaque

Dans le méme temps, et a l'instar de D. Boger, j'ai étendu la gamme spectrale de 'essai en utilisant
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deux sondes fluorescentes supplémentaires (Hoechst 33258 et TO-PRO3; Figure 1.24), dont les spectres
d’absorption et d’émission sont complémentaires de ceux du TO (107). Cela permet de cribler des
ligands susceptibles d’absorber et/ou d’étre fluorescents dans la méme gamme spectrale que le TO
(comme la porphyrine TMPyP4), et donc de fausser les résultats. Ces améliorations ont été validées
avec un panel cing oligonucléotides d’ADN et cing ligands d'affinité et sélectivités variées.
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FIGURE 1.24. Extension du panel de sondes fluorescentes a Hoechst 33258 et TO-PRO3 (A), dont les spectres
d’absorption et d’émission complémentent ceux du TO (B). Les constantes d'affinité de ces sondes
pour un panel de G4 d’'intérét ont été estimées par titration fluorimétriques (C).

Le test HT-G4-FID peut donc étre appliqué a haut débit pour n'importe quel couple petite molécule
| séquences d’ADN ou d’ARN de structures diverses sans qu'aucune modification soit nécessaire. Il
constitue donc un outil puissant pour la découverte de nouveaux ligands capables de se lier sélective-
ment a UADN G4 vs. 'ADN duplex mais aussi entre différents Gé4s. Le test HT-G4-FID est frequemment
employé par la communauté scientifique, comme en témoigne le nombre élevé de citations (plus de
280 au total) (707, 102). Je présente ci-dessous mes applications les plus significatives de ce test, et par
la méme occasion certains projets auxquels j'ai pu contribuer pendant ma thése.

Pour le développement de cette méthode, et certaines applications j'ai encadré deux étudiants:
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et (BTS, Ecole nationale de chimie physique et biologie de Paris).

1.4.1.2 Découverte de ligands sélectifs de G4s par criblage

1.4.1.21 Exploration d’une ciblothéque

Dans le cadre du développement du HT-G4-FID, j'ai collaboré avec I'équipe de J.-L. Mergny (Muséum
National d’Histoire Naturelle, Paris) pour cribler quinze ligands de G4s connus appartenant a dif-
férentes familles contre vingt G4s et deux duplexes contrdle (702). Nous avons noté de trés larges
différences d'intensité de fluorescence du TO en fonction des oligonucléotides, ce que nous avions déja
observé précédemment mais dans une moindre mesure (Figure 1.2%), et éliminé ceux pour lesquelles la
fluorescence ne permettait pas de réaliser le test avec une grande sensibilité.

La plupart des composés a montré une bonne sélectivité en faveur des G4s contre les duplexes
(Figure 1.25). En revanche, ils ont peu ou pas de spécificité pour une séquence G4 par rapport aux autres,

ce qui limite leur potentiel thérapeutique.
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FIGURE 1.25. Exemple de ligands « classiques » de G4 (gauche) criblés par HT-G4-FID qui présentent d’excellentes
sélectivités en faveurs des G4s mais sans favoriser de topologies en particulier (0.5 uM ADN, 1 uM TO,
2,5 UM ligand)

1.4.1.2.2 Exploration d’une chimiothéque

J'ai présenté ci-avant la synthése de ligands présentant une sélectivité pour certaines topologies G4s
(86, 87). Si cette avancée était significative, elle n'était pas le produit d’un design rationnel. Il nexistait
pas, et n’existe toujours pas, de « guide moléculaire » décrivant les régles a suivre pour cibler une
structure en particulier. J'ai alors estimé que le design rationnel ne pouvait pas étre la seule approche
pour obtenir des ligands de G4s présentant des sélectivités significatives pour certains Gés.’

En tant qu'approche complémentaire, le criblage peut fournir de nouvelles pistes de travail pour
peu que des outils analytiques adaptés soient disponibles (103), ici le test HT-G4-FID. J'ai criblé la
chimiothéque de l'Institut Curie/CNRS pour identifier des candidats, avec l'assistance de deux éléves
ingénieures, (EBI, Cergy) et (ESCOM, Cergy) (Figure 1.26A) (104).

3. Ce qui m'arrangeait bien étant donnée ma faible appétence pour la synthése organique.
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La premiére étape a permis la sélection des candidats les plus prometteurs par des méthodes chimio-
informatiques, en particulier des calculs de similarité moléculaire avec des ligands de référence
(PhenDC3, 360A, MMQ12; Figure 1.26B). Les molécules retenues ont été évaluées par HT-G4-FID contre
divers G4s et un duplex controle (Figure 1.26C). La compréhension de la relation structure/activité de
ces quatre ligands ellipticines (Figure 1.26D) s'est également appuyée sur des expériences de docking
(Figure 1.26E). Nous avons ainsi mis en évidence que seul le ligand ayant un groupe méthyle en position
10 était sélectif contre 'ADN duplex, car il entraine une perte de planéité de la molécule, ce qui en fait

un mauvais intercalant (Figure 1.26D,F).

Lapproche par similarité chimique n’est pas un trés bon choix pour découvrir des ligands de G4 sortant
du paradigme actuel (ligands hétérocycliques condensés plans), ce qui n’était cela dit pas le but
premier de cette étude. Pour cela, il aurait été préférable de cribler U'entiéreté de la chimiothéque, ce
qui aurait malgré tout sans doute été vain étant donné que celle-ci était fortement biaisée en faveur
de petites molécules hétérocycliques planes (souvent des ligands de duplexes et triplexes), a l'image
des ellipticines que nous avons sélectionnées.

Cette expérience m'a amené a écrire un chapitre de livre sur le criblage de ligands de G4s (703). Si j'en
concluais qu'il ne fallait pas se reposer sur la chance seule, il semble que cela soit parfois suffisant. Je
n'en dit pas plus pour ne pas divulgacher la Section 5.3.1.1.

1.4.1.3 Caractérisation de ligands issus du design rationnel

1.4.1.3.1 Déterminants structurels de la sélectivité de ligands macrocycliques pour les paires de bases
d’ADN mésappariées

Les nucléotides mésappariés sont des paires de nucléotides au sein de 'ADN duplex qui ne respectent
pas l'appariement classique des bases (Watson-Crick) (705). Les mésappariements peuvent se produire
naturellement au cours de la réplication ou de la recombinaison homologue, ou étre provoqués
par des facteurs externes tels que des molécules mutagénes ou des radiations ionisantes (105, 106).
Lefficacité de la réparation enzymatique des mésappariements dépend de la nature de la paire mal
appariée, et des déficiences dans la réparation des mésappariements sont associées a de nombreux
cancers (705). L'inhibition de la réparation est étudiée comme un moyen d’améliorer les effets des
médicaments anticancéreux. Dans ce contexte, les molécules qui se lient sélectivement aux paires de

bases mésappariées de 'ADN pourraient servir de base a de nouveaux agents chimiothérapeutiques.

Anton Granzhan avait préparé une série de 20 bis-intercalants macrocycliques lors de son séjour
postdoctoral au laboratoire (il y est finalement revenu comme chargé de recherche CNRS, avant de
rejoindre 'UMR 8601 de ['Université Paris Cité en 2025) (Figure 1.27A). J'ai été chargé aprés son départ
d’étudier leurs interactions avec des doubles hélices d’ADN, contenant un résidu de thymine mésapparié
(TX; Figure 1.27B) ou correctement apparié (TA), par FID (Figure 1.27C) (107). 'EtBr a été utilisé comme
intercalant plutot que le TO car il est plus adapté a 'ADN duplex (97).

Les dérivés 2,7-disubstitués du bisnaphtaléne ont présenté la plus grande sélectivité pour les mésappa-
riements TX par rapport a 'ADN apparié (Figure 10). Les différences spectaculaires d’affinité et sélectivité

entre les diverses séries de macrocycles que nous avons observées soulignent la forte influence de la
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A Chimiothéque C <) NP AT N o
8500 composés W o"s"& & '»"0 fi‘o &
- b N
8 2
Criblage primaire l Similarité chemo-informatique 19 i 3
6 4
7
21 composés 10
15 5
l 9 6
Criblage secondaire Criblage HT-G4-FID 1
12 74
20

5 8 61
5o harflafre Evaluation HT-G4-FID 14 .
g Modélisation moléculaire 1:

Ligands d'ADN quadruplexe caractérisés

- Affinité pour 'ADN quadruplex
- Sélectivité vs. ADN duplex
- Etude structure-activité

Phen-DC3

FIGURE 1.26. 8500 molécules de la chimiotheque de lUInstitut Curie ont été criblées par une combinaison de
méthodes chémo-informatique, HT-G4-FID, et docking (A). 21 ligands ont été identifiés par similarité
chimique avec trois ligands de référence (B), puis testé par HT-G4-FID sur plusieurs G4 et un contrdle
duplexe (C). Les ligands 18, 8, 19 et 6, tous des ellipticines, ont été sélectionnés car il déplace plus
le TO des G4s. En revanche, seul 18 est sélectif contre les duplexes et il differe des autres ligands
par l'absence d’un groupement méthyle en position 10 (D, le méthyle est l'unique différence entre 18
et 19). Ces ligands peuvent interagir par m-stacking sur les quartets de guanines des Ga4s et liaisons
hydrogéne (E : exemple de 18). Le méthyle en position 10 empéche 18 d’étre plan, ce qui empéche sa
bonne intercalation avec les duplex (F : géne stérique significative), alors que 19 est un bon intercalant

(G).
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1.4 Axe 2. Méthodes analytiques pour l'analyse d’interactions ligands-acides nucléiques

Ligand-to-duplex ratio g

Ligand-to-duplex ratio ¢

FIGURE 1.27. Le test FID dans sa version la plus classique pour étudier l'interaction entre des ligands macrocycliques

et des duplex mésappariés ou non. A : Structure des ligands macrocycliques BisNP; B : Structure du
2,7-BisNP docké dans un duplex 11-mer avec un mésappariement TT; C : Déplacement du bromure
d’éthidium (0.4 uM) de duplexes (0.1 uM) correctement appariés (TA) ou mésappariés (TT) par 2,7-BisNP
et 3, 3'-BisBP dans un tampon cacodylate pH 6.0 ([Na*] = 110 mM). Encart : Anton Granzhan.
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taille et de la topologie du macrocycle sur la reconnaissance de ces mésappariements. Cette étude a
permis d’établir un guide structure-propriété des ligands d’ADN contenant des mésappariements TX.

A titre personnel, il s'agit de ma toute premiére publication, mais j'ai surtout beaucoup appris de la

rigueur scientifique d’Anton, qui reste un modéle pour moi.

1.41.3.2 Inhibition de U'expression génique par ciblage des G4s dans les 5'-UTR d’ARN

Le Pr. Jorg Hartig (Université de Constance, Allemagne) avait montré que la formation de G4s d’ARN
dans Escherichia coli inhibe linitiation de la traduction car ils interférent avec l'accessibilité du site
d’interaction des ribosomes (108). Des effets inhibiteurs similaires ont été démontrés pour les G4s
d’ARN naturels basés sur le 5-UTR (régions non traduites) dans la culture de cellules de mammiféres
pour l'expression de certains génes (109-112). En outre, le niveau de suppression est proportionnel
a la stabilité thermodynamique du G4 (773). Le Pr. Hartig a alors initiée une collaboration avec notre
équipe pour évaluer la possibilité de réguler in vivo U'expression de génes qui possédent des G4 dans
leur 5’-UTR grace a des ligands stabilisant ces G4s (114).

J'ai utilisé le test HT-G4-FID pour évaluer l'affinité des ligands 360A, PhenDC3 et PhenDC6 pour des
G4s d’ARN (Figure 1.28). Lors de la caractérisation des difféerents complexes ARN/TO par titration
fluorimétrique, préliminaire a l'application du test HT-G4-FID (comme dans la Figure 1.24), nous avons
remarqué l'affinité tres faible du TO pour ces G4, probablement plusieurs ordres de grandeur plus faible
que celles des ligands bisquinolinium. Loin d'étre un désavantage, cette large difféerence d’affinité m'a
permis de déterminer les excellentes constantes d’affinité (1—10 nM) entre ces ligands et les G4s r(G,U),
etr(G,U,),. On peut en effet, dans ces conditions bien particuliéres, “ignorer” 'équilibre entre le G4, le TO
et leurs complexes, et procéder comme s'il s'agissait d'une titration directe G4 +ligand = G4+ ligand.

N < 100 +
N\ | / < 1
-E 80
g 4
O N+ \N+ o 60—
O |
©
— [ } % ] S 404
D ]
X\ / ©
360A O 204
\_7 =
0 T T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
X = N*-CH X =CH
Phen-DC3 3 Phen-DC6 .
{ = {Y=N+_CH3 Ligands (uM)

FIGURE 1.28. Courbes de déplacement du TO pour le G4 r(G,U,), par les ligands PhenDC3 (gris), PhenDC6 (vert) et
360A (rouge).

Il a ensuite été démontré que l'effet inhibiteur était plus prononcé sur les ARNm présentant une forte
propension a la formation de G4, et que cet effet est amplifié quand le G4 est stabilisé par un ligand.
Ces résultats suggerent donc que ces ligands peuvent étre utilisés pour réguler 'expression des génes
en ciblant les structures G4 de 5'-UTR d’ARN.
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1.41.3.3 Instabilité génomique de minisatellites humains déclenchée par des ligands de G4

Les G4s sont des structures secondaires d’acides nucléiques pour lesquelles de nombreux roles
biologiques ont été proposés mais dont 'existence in vivo a longtemps été difficile a démontrer et le
sujet de nombreux débats. Généralement, la premiére question a une présentation sur un sujet “G4”
pouvait se résumer a : “Est-ce que ¢a existe vraiment vos bidules?”. Il n'y a plus beaucoup de débat
aujourd’hui, grace notamment a l'utilisation d’anticorps anti-G4 (175-119), mais aussi d’études, comme

celle ci-dessous, plus indirecte mais pas moins convaincante a mon humble avis.

Dans le cadre d’'une collaboration avec I'équipe du Dr. Alain Nicolas (Institut Curie, Paris), j’ai ainsi
utilisé le test HT-G4-FID pour démontrer la grande ['affinité des ligands PhenDC3 et PhenDC6 pour le G4
formé par le minisatellite humain CEB1, et leur sélectivité par rapport a 'ADN duplex (12). Cela a permis
d’expliquer leur capacité a inhiber la déstructuration de ce G4 par ['hélicase Pif1 chez Saccharomyces
cerevisiae. In vivo, les deux composés ont rapidement induit des réarrangements dépendants de
la recombinaison de CEB1, mais n'ont pas affecté les séquences ne formant pas de G4. Pour ces
expériences, j'ai encadré Katie Mingo, alors étudiante en médecine (MIT, Boston, USA) et désormais
oto-rhino-laryngologue a la Cleveland Clinic (Minneapolis, MN, USA).“

A 100 L. . . B CEB1 minisatellite
— - o °
-— - o
é . 5 Chr. vm—.+
5 o . B CEN.
o [ : ° ® * ) C
o
.3 s g® ° CEB1-WT 3’ AGTJGGGrCCCTGGAGGCGTCCGGTGGGHGGGHGGGGGE 57
© -, =Phen-DC,
9 : . DPhen-DCs D CEB1-Gmut 3’ AGTCGCGTCCCTGGAGGCGTCCGGTGAGAGTGAGGCGCG 5’
*NMM
0 Minisatellite: CEB1-WT-1.7 |  CEB1-Gmut-17
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Rearrangement 16 colonies/well 16 colonies/well 16 colonies/well
frequencies:  2/384 (0.5%) 44/576 (7.6%) 2/384 (0.5%)

FIGURE 1.29. Les composés PhenDC déclenchent une instabilité de CEB1 dépendante des G-quadruplexes. A. Courbes
de déplacement de TO montrant l'affinité de PhenDC3 et PhenDC6 pour le G4 CEB1. B. Représentation
schématique de linsertion du minisatellite CEB1 dans le chromosome VIII. C. Séquences des motifs
CEB1-WT et CEB1-Gmut. Les mutations ponctuelles (en gras) introduites dans le motif CEB1-Gmut
empéchent la formation de G4 in vitro. D. Analyse par Southern blot de cellules portant CEB1-WT-1.7
(souche AND1212-10D) ou CEB1-Gmut-1.7 (AND1227-5C) apreés traitement de contréle (1% DMSO) ou
500 uM de PhenDC3. Le nombre de colonies analysées et les fréequences de réarrangement sont
indiqués sous chaque gel. Les marqueurs de taille (kb) sont indiqués a droite. La position des alléles
minisatellites parentaux (42 répétitions, 1,7 kb) est indiquée par un astérisque. E. lauteur présentant
ces résultats de génétique (!) a Jean-Francgois Riou (gauche) et Jean-Louis Mergny (droite) lors du
Pacifichem 2010 (Photo : Florian Hamon).

4, Comme quoi les G4s ménent a tout.
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1.41.3.4 Effets de ligands de G4 halogénés sur la séquence terminale des téloméres humains

Des modifications chimiques mineures de structures de ligands de G4 peuvent affecter a la fois leurs
propriétés biophysiques et biologiques. En effet, des ligands de structures et d’affinités pour les G4
proches, tels que 360A, PhenDC3 et PhenDC6, ont montré des différences remarquables au niveau
des changements transcriptionnels dans les génes contenant des Ga4s, ce qui fut démontré dans
certaines études ci-dessus et d’autres (702, 114, 120). D'autre part, U'introduction d’halogénes dans un
composé biologiquement actif est souvent utilisée pour améliorer la perméabilité aux membranes
(barriéres cellulaire et hémato-encéphalique). En outre, les effets stériques et électroniques des atomes

d’halogéne améliore parfois l'interaction avec des cibles biomoléculaires (721).

Il a été démontré que des ligands de G4 peuvent perturber l'interaction de composants télomériques
essentiels, tels que POT1, et déclenchent un dysfonctionnement télomérique associé a un arrét de
croissance retardé dans les cellules tumorales (122-124). Dans ce contexte, Jean-Frangois Riou a initié
une étude sur les effets de ligands de G4s halogénés sur la séquence terminale de télomeéres de cellules
de fibrosarcome HT1080.

J'ai assisté a la synthése d’une série de dérivés halogénés du ligand 360A (Figure 1.30A), pour laquelle
j'ai encadreé (Master, Université Pierre et Marie Curie, Paris VI) avec Florian Hamon, puis
j'ai évalué leur affinité pour les G4s télomériques humains avec le test HT-G4-FID. Les dérivés bromé et
iodé, mais pas le chloré, ont une affinité léegerement supérieure a celle de 360A, tout en conservant
une excellente sélectivité contre 'ADN duplex (Figure 1.30B). Malheureusement, nous n’avons pas
pu rationaliser le comportement difféerent du dérivé chloré sur la base de 'électronégativité et de
considérations stériques. Au final, les cellules de fibrosarcome HT1080 traitées jusqu’a 24 jours avec
360A-Br ont présenté des variations mineures mais significatives de leur composition en nucléotides
terminaux du brin C, avec également une déplétion partielle de POT1.

Comme pour de nombreux sujets explorés au cours de ma thése, certains aspects de ce travail ré-
apparaitront bien plus tard. Récemment, j'ai ainsi participé a une étude portant sur l'influence de la
substitution de ligands phényls de colonnes HPLC sur leurs interactions avec des oligonucléotides
(Section 5.6.5) (125).

1.41.3.5 Ligands fonctionnalisés pour la sélection d’aptaméres anti-G4

Une collaboration avec les équipes de Jean-Louis Mergny et Jean-Jacques Toulmé (IECB, Bordeaux)
avait pour but de sélectionner par SELEX des aptameéres d’ADN qui se lient a un ligand de G4 spécifique.
Pour cela, il nous fallait fournir des ligands fonctionnalisés avec une biotine de fagon a pouvoir les
immobiliser lors des expériences de SELEX. Nous avons opté pour deux ligands facilement dérivatisables,
360A (PDC) et Cu-ttpy, auxquels nous avons couplé une biotine avec une chaine suffisamment longue
pour permettre leur immobilisation sans compromettre leur affinité pour les Gé4s.

Florian Hamon est reparti d'un intermédiaire de synthése de Cl-360A (celui précédant la méthylation
finale des quinolines) pour y coupler la chaine biotinylée. Le ligand final PDB-biotin a ensuite été
obtenu aprés méthylation des quinolines. De mon c6té, j'ai couplé la chaine biotinylée sur un dérivé
bromé de ttpy, puis ai complexé du cuivre(ll) pour obtenir Cu-ttpy-biotin.
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FIGURE 1.30. Les dérivés (A) bromé et iodé, mais pas chloré, de 360A ont une affinité plus grande pour le G4 de
la séquence télomérique humaine, visible par le déplacement plus efficace du TO (B). C. Partie d'Ulu
maika, un ancien sport hawaien, avec Jean-Francois Riou (Moanalua Gardens, Honolulu, USA; Photo :

Florian Hamon)
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FIGURE 1.31. Synthése de PDC-biotin (A) et Cu-ttpy-biotin (B). A. a) NEt,, DMSO, 90°C, 16h, 63%; b) CH,I, DMF, 40°C,
16h, 87%. B. a) NEt,, DMF, 60°C, 4j,19%; b) CuNO,, CH,CN, CHZClz, 4°C, 24h, 50%.

Les expériences HT-G4-FID ont confirmé que le ligand PDC-biotin conserve une affinité élevée pour les
G4s, comparé a 360A, ainsi qu’une sélectivité remarquable par rapport a 'ADN duplex (Figure 1.32). A
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linverse, Cu-ttpy-biotin a une affinité nettement plus faible pour les G4s et, en outre, est moins sélectif
que Cu-ttpy, ce qui en fait un moins bon candidat pour les expériences de SELEX.

PDC-biotin Cu-ttpy-biotin
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FIGURE 1.32. Courbes de déplacement du TO par PDC-biotin et Cu-ttpy-biotin avec la sequence télomérique humaine
22AG en présence de Na* (carrés gris) ou K* (carrés rouge), TBA (carrés bleu), c-kit1 (carrés vert), c-kit2
(carrés marron) et le contréle duplex ds26 (cercles gris).

Finalement, peu des aptaméres sélectionnés (5 sur 80) étaient des G4s, ce qui a montré que des sites
d'interactions inattendus peuvent étre observés lors d'analyse de génomes ou transcriptomes entiers.
La plupart des méthodes de caractérisation de l'affinité et sélectivité de ligands de G4 incluent peu
de controles; souvent seulement des doubles hélices. La sélectivité réelle des ligands de G4 est donc
sans doute plus faible qu’on ne le pense, ce que démontre bien cette étude in vitro. Par extension, on
peut penser que cela est pire dans les milieux in vivo.

1.4.2 Sélectivité de sondes fluorescentes : le test G4-POSCA

Comme nous l'avons vu ci-avant, je me suis beaucoup intéressé aux ligands fluorescents de G4 (11). Cela
m’a amené a concevoir une méthode originale, G4-POSCA, qui ne s'intéresse pas a proprement parlé a la
sélectivité de petites molécules pour les G4s, mais de leur sélectivité optique (0S), c’est-a-dire de leur
capacité a révéler la présence de G4s par fluorescence en présence d'autres cibles ‘compétitrices’ (97).
Un des grands avantages de cette méthode est d'ailleurs de pouvoir utiliser n'importe quel compétiteur,
sans modification nécessaire, ici : differents excés de duplex, d’ADN total, d’ARN total, de protéine (la
HSA) et méme un autre G4.

La cible G4 biotinylée est d’abord mélangée ou non a ces compétiteurs (Figure 1.33A). Aprés incubation
en présence du ligand fluorescent (Figure 1.33B), le G4 est immobilisé sur des billes magnétiques
couvertes de streptavidine et le surnageant est récupéré (Figure 1.33C). On compare alors l'intensité de
fluorescence du ligand en présence de G4 seul, avec celle venant d’'une interaction avec le compétiteur
(mesure de la sélectivité optique : surnageant du tube bleu dans la Figure 14) et lorsque le ligand est
non lié (mesure du rapport signal-sur-bruit : surnageant du tube rouge). J’ai encadré une étudiante
d’IuT, , lors de cette étude.
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FIGURE 1.33. Principe du test G4-POSCA. A. Incubation du G4 cible (biotinylé) dans une solution contenant des billes
magnétiques recouvertes de streptavidine, en présence ou absence d’'un compétiteur, B. ajout du ligand
fluorescent et incubation, C. récupération des surnageants ne contenant que les oligonucléotides non
biotinylés puis mesure de lintensité de fluorescence en présence ou absence de compétiteur. Les
étapes D et E permettent de cliver la cible et vérifier le niveau de fluorescence (contréle).

Pour le développement de cette méthode, j'ai utilisé plusieurs molécules fluorescentes avec des
affinités, sélectivités et fluorescences diverses, que le test G4-POSCA a pu confirmer (Figure 1.3%) :

— PDC-BODIPY et PDC-L-TO sont deux dérivés de 360A, qui posséde une grande affinité et une grande
sélectivité pour les G4 (70, 101, 126). Nous avons vu ci-dessus que a fonctionnalisation de 360A sur
sa pyridine ne perturbe pas de maniére significative son affinité pour les Gss (Section 1.4.1.3.4),
ce qui est confirmé par l'excellente OS de PDC-BODIPY. En revanche, le TO peut se lier avec les
G4s et les duplexes - ce qui diminue sensiblement la sélectivité de PDC-L-TO, mais ne fluoresce
que lorsqu'il est lié ce qui lui donne un meilleur rapport signal-sur-bruit de fond (SBR).

— Le dérivé de carbazole Chz-2Py est une sonde fluorescente a deux photons, qui se lie préféren-
tiellement au petit sillon de 'ADN duplex riche en AT, mais qui peut également se lier a des
structures quadruplex avec un K, de l'ordre du micromolaire. Cette faible sélectivité est visible
ici (faible 0S), tout comme les excellentes propriétés de fluorescence de cette molécule (meilleur
SBR).

— Le TMPyP4, une molécule trés utilisée comme ligand de G4, qui a certes une bonne affinité pour
ces derniers mais une sélectivité faible (voire inexistante) entre G4 et duplex. Cela est évident
par FRET-melting, HT-G4-FID et dialyse compétititve (707, 127, 128), et se confirme ici.”

— Le TO, qui n'est pas sélectif mais posséde un bon SBR.

Si les deux derniers ligands sont commerciaux, les trois premiers ont été préparés au laboratoire. PDC-
L-TO a été synthétisé avant mon arrivé par Peng Yang (129), Cbz-2Py par Blaise Dumat (130), un collégue
doctorant (maintenant CR CNRS dans 'UMR7203 de 'ENS Paris), et enfin PDC-BODIPY par Reuben Ovadia
(Master, Université de Montpellier; désormais ingénieur brevets chez Servier) co-encadré avec Florian

5. Si le lecteur doit retirer une seule information de ce manuscrit, c’est que TMPyYP4 n’est pas un bon ligand de G4.
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FIGURE 1.34. Résultat des tests de développement du G4-POSCA. A. Fluorescences des ligands en présence de la
cible (noir, séquence télomérique humaine) ou des surnageants contenant un compétiteur (Fc; lignes
colorés). B. Ratio signal/bruit de fond (SBR). C : Sélectivités optiques des différentes sondes.
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Hamon (Figure 1.35). A ma connaissance, la synthése de ce dernier n’a jamais été publiée, a linverse de
PhenDC3-bodipy (737).

PDC-BODIPY

FIGURE 1.35. Structure de PDC-BODIPY

1.5 Conclusion

Ce travail de thése a combiné synthése de ligands de G4 par chimie organométallique et organique, au
développement d'outils d’analyse permettant de caractériser aux mieux ces ligands et leurs complexes,
mais aussi d’en découvrir de nouveaux. Nous avons démontré que nos complexes de Pd?" et Pt*
interagissent avec les structures G4 par des mécanismes covalents et non covalents, et que l'oligohéte-
roaryle acyclique TOxaPy présente une sélectivité topologique inédite en ciblant préférentiellement les
sillons plutot que les tétrades. Parallélement, la mise au point du test HT-G4-FID a permis le criblage et
la caractérisation rapides d'un grand nombre de ligands potentiels. Ce chapitre illustre ainsi comment
la conception rationnelle de nouvelles molécules, associée a des méthodes analytiques robustes,
peuvent élargir le spectre des interactions ligand-G4. Comme un clin d’oeil du destin, ce qui sera sans
doute mon dernier article publié avant de soutenir cette HDR revisitera ce théme, avec un brin de
chance en prime.

D’un point de vue personnel, ces années passées a l'Institut Curie ont constitué une période parti-
culierement enrichissante, tant sur le plan scientifique qu’humain, et ont posé les fondations de la
suite de mon parcours. J'y ai trouvé ma voie, pas en chimie organique, comme je l'imaginais au départ,
mais avec une motivation renouvelée pour I'exploration des interfaces entre la chimie et les systemes

biologiques.
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Chapitre 2

Postdoctorat a 'Université de Colombie Britannique

2.1 Contexte

J'ai rejoint l'équipe du Pr. David Perrin, au département de chimie de 'Université de Colombie Britannique
(UBC) en septembre 2012 (Figure 2.1). Plusieurs thémes de recherche y étaient développés, notamment
la sélection d’aptameéres d’ADN modifié avec des chaines latérales d’acide aminés. L'objectif était de
produire des DNAzymes pour cliver des mARN viraux, des sondes de métaux toxiques ou des aptameres
se liant a la surface de cellules. D'autres projets incluaient la synthése de molécules pour l'imagerie PET
et la synthése peptidique a des fins thérapeutiques. Plus trivialement, les étudiants et postdoctorants
de 'équipe faisaient de la synthése organique ou du SELEX. Et je n’ai donc fait ni U'un ni l'autre.

La majeure partie de l'information génétique se trouve a l'intérieur de la double hélice d’ADN, protégée
par des interactions auto-complémentaires. Dans les années 80, Héléne et Dervan ont proposé 'hypo-
thése thérapeutique dite « antigéne », qui implique le ciblage de séquences spécifiques d’ADN par des
oligonucléotides complémentaires (132, 133). La reconnaissance de 'ADN pour la thérapie génique, avec
des oligonucléotides présentant par nature une sélectivité de séquence, a depuis été un axe majeur de
recherche, notamment pour réguler les processus biologiques comme l'activation de la transcription de
'ADN (734). Le déplacement de brin avec, par exemple, des PNA implique une séparation de la double
hélice, remplacant un set de paires de bases par un autre, ce qui n'est pas particulierement favorable
énergétiquement.

Les nucléosides Janus, proposés par Lehn, offre une approche de reconnaissance de 'ADN qui permet
un gain énergétique en établissant simultanément des liaisons hydrogéne avec les deux bases d’'une
paire, plutot qu’en se substituant a un brin (135). La formation de nouvelles liaisons hydrogéne accroit
la stabilité du complexe de l'ordre de 2 kcal.mol™ par paire de bases. Les premiers nucléotides Janus
étaient uniquement capables de reconnaitre des paires TT ou TC (136, 137). Le véritable intérét en
termes de reconnaissance de 'ADN réside dans la synthése de nucléosides Janus qui présentent des
donneurs de protons (D) et des accepteurs (A) disposés de maniére a intercepter toutes les liaisons H
que l'on trouve dans une paire de bases canonique.

Lorsque je suis arrivé dans ['équipe du Prof. Perrin, deux étudiants, Wenbo Liu et Abid Hasan, avaient
débuté un travail de synthése d'analogues de nucléotides Janus, donc disposant de deux faces distinctes
possédant un réseau de sites donneurs et accepteurs de liaisons hydrogénes complémentaires de
différentes bases. Dans ce contexte, j'ai apporté ma contribution pour la purification et la caractérisation
biophysique et computationnelle d’oligonucléotides incorporant un nucléotide Janus AT, ce qui a permis

de non seulement valider mais aussi optimiser le design de ces nucléotides modifiés (9, 10).
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FIGURE 2.1. Batiment de chimie de 'Université de Colombie Britannique et, de gauche a droite, David M. Perrin, Abid
Hasan et Wenbo Liu. Ce dernier ne partage pas ma passion pour le dichroisme circulaire.
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2.2 Synthése, caractérisation et optimisation d’oligonucléotides incorporants des
nucléotides bifaciaux

Nous avons donc développé une base Janus-AT « J,; », pouvant se lier simultanément a une adénine et
une thymine (Figure 2.2A, X = CH) (9). Le design du nucléotide est rationnel, avec une face ADA pouvant
théoriquement formé trois liaisons hydrogene avec les thymines, et une face DAD pour hybridation
avec les adénines. Pour éviter le clivage de la liaison N-glycosidique, un analogue carbocyclique
du désoxyribose a été sélectionné. En outre, il a é&té montré que ce carbocycle améliore la stabilité
des duplex et des triplex dans d’autres contextes (738). Un oligonucléotide incorporant un J,; a été
synthétisé a partir du phosphoramidate de J,; préparé par Wenbo et Abid. J'ai ensuite purifié cet
oligonucléotide sur gel et vérifié l'identité par spectrométrie de masse MALDI-TOF.

A DAD : ADA B . MT>N, -A>>N -G >N, -C

0.8+

0.6 1

0.4+

Dissociated fraction

FIGURE 2.2. Les nucléotides bifaciaux J,; et "'JAT forment des paires de bases avec les adénines (face 06 et N1) et
les thymines (face N8, N9, N10) grace a la complémentarité des groupes donneurs et accepteurs de
liaisons hydrogéne. A. Structures de J,; et V), dans le contexte d’une pair de base AT. Les expériences
d’UV-melting (B) de DFT (C) et dynamique moléculaire (D; V),; en jaune, positionné face a une thymine
dans une double hélice) suggérent que des paires de bases stables peuvent en effet &tre formées avec
peu de déformation de la double hélice d’ADN.

65



Chapitre 2 Postdoctorat a I'Université de Colombie Britannique

J'ai démontré avec une premiére étude biophysique que ce nucléotide modifié permet bien 'hybridation
avec une adénine ou une thymine dans le contexte d’'un double brin d’ADN. Ainsi, en présence de
l'oligonucléotide complémentaire (avec une adénine face au J,;), le duplex a bien été détecté en phase
gazeuse par MALDI TOF. Le dichroisme circulaire a confirmé la formation de duplexes en solution. Les
expériences d'UV-melting ont démontrés que la paire J,;-T, mais pas la paire J,;-A, est plus stabilisante
qu’une paire AT. En outre, les paires J,-A ont générées des courbes dont les transitions particulierement
larges, avec une T_ inférieure aux paires AT mais supérieure a un mésappariement. J'ai également pris
soin de montrer que J,; est spécifique de A et T, en mesurant les T, avec C et G, ces deux nucléotides

entrainant une baisse de la température de dénaturation de l'ordre de 10°C.

Pour tenter d’expliquer ces résultats prometteurs mais pas optimaux, j'ai élargi mes horizons en
me tournant vers la chimie computationnelle. Ainsi, par calculs DFT (BP86/TZ2P) sur des paires de
nucléotides isolés, j'ai obtenu des résultats cohérents avec la formation de paires de bases, la aussi
suggérant que J,,-T est plus stable que J,;-T. En revanche, la répulsion importante entre groupes
carbonyles ne permet pas, comme attendu, I'hybridation a G ou C.

J'ai ensuite réalisé des simulations de dynamiques moléculaires de doubles hélices incorporant un J;,
dans un champ de force AMBER avec solvatation implicite. La double hélice est restée stable pendant
la simulation de deux nanosecondes.' Lorsqu'il est associé a A, J,; est cependant contraint dans une
conformation qui ne maximise pas le m-stacking, ce que nous avions pensé pouvoir étre a l'origine de
la stabilité inférieure de ce duplex.

Nous avons finalement fait I'hypothése que le probléme était plus... basique. Plus spécifiquement,
nous avons suggéré que le comportement anormal de la paire J,,-A pouvait étre dii a la protonation
partielle a pH physiologique de 'azote N9, pour lequel j'avais calculé pKa = 7.5. Cela conduirait a un
mélange en équilibre dynamique la base neutre qui peut s'apparier et sa forme protonée pour laquelle
l'appariement est peu probable.

Nous avons donc synthétisé un nucléotide de seconde génération « "'jAT », dans lequel Uinclusion d’un
azote endocyclique rend 'hétérocycle considérablement moins basique, minimisant ainsi le potentiel
de protonation en une espéce cationique incapable de s'apparier (Figure 2.2A, Figure 2.3) (10). Les
expériences de melting ont cette fois montré que "]AT produit des transitions nettes, et discrimine
efficacement A/T par rapport a G/C (Figure 2.2B). Les expériences de dichroisme circulaire et dynamiques
moléculaires ont confirmé qu'il y a peu ou pas de modification de la structure secondaire pour les
duplex formés (Figure 2.2C, D). ”jAT produit donc des paires de bases stables avec A et T et est donc un
candidat prometteur pour développer des stratégies de ciblage de séquences d’ADN.

Ces travaux postdoctoraux ont été possibles grace a 'obtention d’'une Bourse Banting, délivrée par le
Conseil de recherches en sciences naturelles et en génie du Canada. Pendant ce séjour, j'ai co-encadré
(Master) et (Master), tous les deux participant a la synthése de nucléotides

Janus.

1. Ces simulations peuvent paraitre trés courtes au lecteur, en particulier au regard de mes travaux actuels, mais il s'agit
d’un petit miracle de la science si l'on considére que ces calculs ont été réalisés sur mon ordinateur portable - qui s’est mii en
chauffage d'appoint pendant plusieurs semaines.
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CHEMISTRY

A European Journal

www.chemeurj.org

2014-20/6
Quelle face j'ai ?
Janus nucleosides

A pyrimidopyrimidine Janus-AT nucleoside ...
... "y displaying twe complementary faces has been mtionally designed to simultansously base pair
with & and T bases. ", forms stable Watson-Crick base pairs with either T ar A but is significantly de-
stabilizing to duplex-DMA when paired with either a G or € base. In their Communication on page
1485 ff., D M. Pemrin et al. show that this cptiimized Janus-AT structure allows the selective targeting of
AT base pairs and opens exciting prespects for sequence-spedific DNA targating.

FIGURE 2.3. Couverture de Chemistry - A European Journal (volume 20, issue 6) (10).
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2.3 Conclusion

Lobjectif principal de ce séjour postdoctoral était d’explorer les nucléotides Janus, capables de recon-
naitre simultanément deux bases complémentaires. Suite a la synthése du dérivés J,;, j'ai démontré sa
capacité a former spécifiquement des paires de bases avec A et T, puis rationalisé le design d'une base

optimisée “jAT, grace a une combinaison de biophysique et chimie computationnelle.

D’un point de vue personnel, cette expérience m’'a conforté dans l'orientation plus analytique de ma
carriére et m'a beaucoup appris, scientifiquement et humainement. J'ai publié mes premiers travaux de
chimie computationnelle (Figure 2.3), et élargi mes connaissances en biochimie des oligonucléotides
et en SELEX, méme si cela ne s'est pas traduit par des publications a court terme. En particulier, j'ai
participé a des travaux de sélection d’aptameéres possédants des bases modifiées, capables de cliver
de 'ADN et de I'ARN en conditions physiologiques. Ces travaux m'ont finalement mené a 'analyse de
la cinétique d'incorporation de nucléotides modifiés comme substrats de polymérases obtenues par
évolution dirigée (139).
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A mon retour du Canada, j'ai travaillé comme post-doctorant INSERM a l'Institut Européen de Chimie et
de Biologie dans les équipes de J.-L. Mergny et V. Gabelica (Figure 3.1). Je me suis a nouveau intéressé aux
structures non canoniques de 'ADN, en développant et utilisant des techniques de chromatographie,
spectrométrie de masse native et spectroscopie, a l'interface entre ces deux équipes. Je présente
ci-dessous les deux principaux projets que j'ai menés.

FIGURE 3.1. UIECB et sa fameuse vague, Jean-Louis Mergny (Crédit photo : photo Laurent Theillet, pour Sud-Ouest)
et Valérie Gabelica (Crédit photo : Alexandre Darmon/Art in research pour la Fondation Bettencourt
Schueller)

3.1 Chromatographie d’exclusion stérique pour l'étude du polymorphisme des acides
nucléiques

De nombreux laboratoires académiques s'intéressent aux structures non-canoniques des acides nu-

cléiques et a leurs roles dans le vivant, comme en témoignent les précédentes sections. Dans le méme

69



Chapitre 3 Postdoctorat a l'Institut Européen de Chimie et Biologie

temps, l'industrie pharmaceutique développe de plus en plus d’acides nucléiques thérapeutiques et a
un donc des besoins grandissants de caractérisation de leurs structures secondaires (740-143).

A mon arrivée dans son équipe, Jean-Louis Mergny m’a proposé de développer une méthode de
chromatographie d’exclusion stérique (SEC-HPLC) pour discriminer des oligonucléotides en fonction
de leur structure secondaire (ssDNA, dsDNA, i-motif, triplex, quadruplex) ainsi que de quantifier leur
potentiel autoassemblage en multiméres (144).

Je me suis appuyé sur une calibration externe extensive, impliquant plus de 110 oligonucléotides
formant de nombreuses structures secondaires (duplexes antiparalléles, duplexes paralléles, duplexes
A-tract courbés, duplexes mésappariés, triplexes, G4s, i-motifs, tiges-boucles d’ARN). En particulier,
les oligonucléotides non structurés ou structurés en duplexes donnent des courbes de calibration
possédant d’excellentes linéarités, ce qui permet de caractériser leur longueur et stoechiométrie avec
une trés grande confiance (Figure 3.2).

Comme je l'ai déja évoqué dans le Chapitre 1, les G4s sont particulierement polymorphes. La plus faible
linéarité de la calibration n’a donc pas été une trés grande surprise (Figure 3.3A). Cela dit, nous avons
montré que la steechiométrie des G4s pouvait étre déterminée avec un haut niveau de confiance, tout
comme leur structuration (Figure 3.3B-D).

Par ailleurs, et c'est sans doute l'aspect que je trouve le plus intéressant dans cette technique, la
SEC-HPLC permet de rapidement estimer l'influence sur la structure d'acides nucléiques des conditions
expérimentales (concentrations en oligonucléotide et sels, nature du tampon et des sels, température,
pH), sur une grande gamme dynamique (Figure 3.3B, E, F). Cela est plus difficile, voire impossible, par
d’'autres méthodes de par l'incompatibilité ce certaines conditions expérimentales : tampons et sels
non-volatiles en spectrométrie de masse, trop faibles concentrations en oligonucléotides en RMN,
coexistence de plusieurs conforméres en cristallographie. La SEC-HPLC est d’ailleurs, je pense, une
méthode de choix pour des études multi-techniques pour faire le lien entre des résultats obtenus dans
des conditions tres différentes; par exemple des concentrations élevées en oligonucléotides et sels en
RMN contre des concentrations plus faibles en spectrométrie de masse (Figure 3.3E, F).

J'ai appliqué cette méthode d’analyse dans d’autres projets, comme dans l'étude de l'influence des
riboses sur la stabilité des G4s, oli nous avons démontré que les résidus d’ARN ne stabilisent pas
forcément ces structures, contrairement a ce qui était supposé jusque-la (157).

Une derniére chose me parait intéressante a propos de cette étude. L'éditeur en charge de cette
publication était initialement réticent a l'envoyer en relecture par des pairs et il a fallu faire preuve de
conviction pour forcer le destin. Malgré cela, cette publication est frequemment citée et, surtout, j'ai été
plusieurs fois contacté par des industriels pour sa mise en place dans l'industrie pharmaceutique.

3.2 Influence des cations sur les G4s : découverte et caractérisation de doubles
commutateurs

Nous l'avons vu, les structures G4 présentent un polymorphisme structurel important. Une séquence

donnée peut adopter plusieurs topologies en fonction de la nature et concentrations des cations, du pH,
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FIGURE 3.2. Chromatogrammes normalisés d’oligonucléotides polypyrimidine d(T,) non structurés (A) et auto-
complémentaires (B; d : dimére, h : hairpin) Tracés du logarithme décimal du poids moléculaire
en fonction du volume d’élution relatif pour les oligonucléotides polythymidilate (d(T,), cercles) et
polyadénylate (d(A, ), carrés) non structurés (C) et de duplexes intermoléculaire, intramoléculaires
et paralléles (ps) (D). Application a une tige-boucle d’ARN (E) : SL2 coexiste comme un mélange de
structures monomériques et dimériques, en échange rapide, tandis que SL2_ ., qui contient une adénine
supplémentaire, forme une tige-boucle parfaite et est utilise comme controle monomérique.
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FIGURE 3.3. Tracés du logarithme décimal du poids moléculaire en fonction du volume d’élution relatif pour les
oligonucléotides formant des G4s mono-, di- ou tetramériques, ou des i-motifs mono- ou dimériques
(A). Exemples de chromatogrammes normalisés (B-F) : influence du pH sur la formation d'i-motif d’'une
séquence du promoteur d’oncogéne c-MYC (B; A,TC,AC,TC,AC,T, (145)), mesure de la formation relative
de G4 monomérique et dimérique en fonction de la séquence (C; GIGTG,TG,TG,T et G,ACGTAGTG, (146,
147); 119 forme un G4 monomérique qui peut former de petites quantités de diméres stackés, tandis
que H-Bi-G4 ne peut former que des G4s dimériques, le monomeére ne contenant que 2 G-tracts et étant
donc non structuré), formation d’'un mélange de G4 di- et tétramérique interlockés, (D; G,TG,AG,AG,T
(148); les deux espéces ne s'interconvertissent pas, ou trés lentement, et la nature du tétrameére n’est
toujours pas connue!), influence de la concentration en oligonucléotide sur la formation de multiméres
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par des séquences issues de promoteurs d’oncogénes c-KIT et n-MYC (E; G,CGAG,AG,CGTG,C,G,C (149),
et F; TAG,CG,AG,AG,A, (150)).



3.2 Influence des cations sur les G4s : découverte et caractérisation de doubles commutateurs

de sa concentration, de la température, de la présence de ligands, etc. La stabilité de ces structures est
également fortement dépendante de ces facteurs. Si ce polymorphisme rend difficile ['évaluation des
structures formées, il offre néanmoins la possibilité de cibler des génes spécifiques, ou de concevoir
des nanostructures.

Pour mieux comprendre le polymorphisme induit par les cations en particulier, nous avons lancé une
étude visant a découvrir des séquences d’ADN dont les structures et stabilités présentent une tres forte
dépendance a la nature et a la concentration des cations, ce qui leur permet de fonctionner comme
des commutateurs allostériques (37).

A cette occasion, j'ai encadré (IUT, Bordeaux; désormais Responsable cellule approvision-
nement a la SNCF) avec laquelle nous avons criblé de nombreuses séquences par dichroisme circulaire.
Aprés avoir identifié les séquences les plus prometteuses, nous avons caractérisé thermodynami-
quement et cinétiquement l'influence des cations par de nombreuses techniques spectroscopiques
(UV-vis, UV-melting, CD, RMN), spectrométriques (spectrométrie de masse native, mobilité ionique) et
chromatographique (méthode SEC décrite ci-avant, Section 3.1).

Le motif G,T, s'est montré particulierement prometteur et nous avons caractérise en détails les se-
quences 222 (d[(G,T,),G,]) et 222T (d[T(G,T,);G;T), qui fonctionnent comme des doubles commutateurs
(Figure 3.4A). Le premier switch se fait entre un G4 a trois tétrades, antiparalléle et coordonnant du so-
dium et un G4 a trois tétrades, paralléle, et coordonnant du potassium. Linterconversion est déclenchée
par l'ajout de petites quantités de potassium a un échantillon riche en sodium. La trés grande différence
de stabilité entre la forme Na* et la forme K* explique que de petites quantités de se dernier suffisent
a une interconversion quantitative et instantanée (plus rapide que le temps mort expérimental) a
température ambiante.

Le second switch se fait entre un G4 deux tétrades, antiparalléle, et un G4 trois tétrades, paralléle, par
simple augmentation de la concentration en potassium. De maniére générale, ces deux oligonucléotides
se structurent de fagon trés dépendante a la nature du cation, ce qui en fait des modéles trés intéressants
a explorer (Figure 3.4B). J'ai confirmé et résumé la tendance globale de stabilisation des G4s en fonction
de la nature du cation : Sr** > Ba?" > K" > Ca®* > Na*, NH,", Rb* > Mg?" > Li* > Cs".

Les thymines en 5' et 3’ de 222T, mais absente de 222, rendent l'interconversion plus rapide (cinétique
en CD et UV-vis; Figure 3.5A), la complexation du potassium plus coopérative (détermination de K, par
spectrométrie de masse native; Figure 3.5B, C), et inhibe la dimérisation des G4s (détermination de
stoechiométrie par MS native et SEC-HPLC, comme décrit ci-avant, Section 3.1). Ces commutateurs sont

donc modulables avec des modifications discrétes et minimes.

Durant le criblage, nous avons mis en évidence que de nombreuses séquences riches en guanines
adoptent le méme comportement, méme si souvent de fagcon moins marquée. Ces systemes d’ADN
présentent un intérét fonctionnel (par exemple en tant que nanomachines), mais leur polyvalence
structurelle en fait également un outil méthodologique précieux pour la compréhension de la ther-
modynamique et de la cinétique du repliement de 'ADN G4. La modulation facile de structures G4s
en fonction des conditions expérimentales en fait également des modéles trés pratiques pour le

développement analytique. J’'aurai d'ailleurs de nombreuses fois 'occasion d'utiliser 222T dans la suite
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Na*/K* switch K* concentration switch
+K*/ Sr* (> 1 mM)
—_—
fast slow fast
(slow with Sr?*)
+ K/ S K*/ Sr2* (> 1 mM) +K*/Sr2*(< 1 mM)
3-tetrad antiparallel form 3-tetrad parallel form 2-tetrad antiparallel form Unfolded form
1222T o K*

L T ¥ T v T ¥ T T T T T v T L ' T v T v T v T b T i T v T J
220 240 260 280 300 320 340 220 240 260 280 300 320 340
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

FIGURE 3.4. A. Des séquences riches en guanines peuvent commuter entre plusieurs topologies (paralléle vs. antipa-
ralléle et 2 vs. 3 tétrades) par ajout de petites quantités de potassium a une solution riche en sodium («
Na*/K* switch ») ou contenant déja une concentration faible ou nulle en potassium (« K* concentration
switch »). B. La structure des séquences 222 et 222T est particuliérement dépendante de la nature du
cation. Encart : Marie Toulisse.
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FIGURE 3.5. A. Cinétique d’interconversion Na* vers K* a 4°C suivie par CD, aprés ajout de 5 mM de KCl a une solution
de 222 initialement structurée dans 100 mM de NaCl (vert; point final : bleu). B. Mise en évidence des
différentes topologies formées en fonction de la concentration en KCl, par CD (B) et détermination
du nombre de tétrades formées par mesure de la stoechiométrie en potassium par spectrométrie de
masse native (C).
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de mes travaux, notamment a mon retour a l'lECB comme maitre de conférences (voir le Chapitre 5, en
particulier les Sections 5.2.1 et 5.3.1.1) (6, 72, 152).

Cette publication, ainsi qu’un chapitre de livre que j'ai écrit avec Valérie et Jean-Louis sur les interactions
entre G4 et métaux alcalins (23), sont frequemment cités par la communauté G4 (> 350 citations). Il
s'agit d’'un de mes papiers préférés car j'y fait appel a des techniques analytiques “basiques” mais
permettant, avec un traitement des données ad hoc, de produire des résultats tres significatifs.

3.3 Conclusion

Au cours de ce second postdoctorat, j'ai développé une approche par chromatographie d’exclusion
stérique spécifiquement calibrée pour distinguer les polymorphismes structuraux des acides nucléiques
(duplexes, i-motifs, triplexes, G-quadruplexes). Cette méthode a permis de caractériser les structures
et la steechiométrie de plus d'une centaine d’oligonucléotides. Par ailleurs, l'identification, par une
combinaison de spectroscopies et spectrométrie de masse native de séquences capables de commuter
entre topologies de G4 selon la nature ou la concentration des cations a révélé des “interrupteurs”
moléculaires trés sensibles. Ces travaux illustrent l'importance d’'une approche analytique multi-
technique pour étudier les structures non canoniques de 'ADN, dont 'important polymorphisme a été

encore un peu plus mis en lumiére.

Personnellement, c’est une évidence mais il convient tout de méme de l'écrire, ce contrat postdoctoral
jettera les bases de mon retour en 2017, mais pas uniquement. C'est également ces travaux qui m’'ont
réellement lancé dans le monde de la spectrométrie de masse (native) et m’ont amené au chapitre

suivant de ma carriére, dans lequel il est beaucoup question de MS (mais pas native).

76



Chapitre 4

R&D Scientist a Quality Assistance

41 Contexte

Je pars au printemps 2015 vers la Belgique, ol j'ai occupé un poste de chercheur dans l'industrie
pharmaceutique pendant un peu plus de deux ans. J'y ai apporté un profil de chercheur nécessaire
pour les projets @ mener, accompagné d'une connaissance toute relative de l'industrie pharmaceutique.
J'y travaille sous la direction d’Arnaud Delobel, formant une équipe de deux personnes, a laquelle
viennent s'ajouter deux scientifiques “prétés” par le département opérationnel pour six mois chacun :
Anicet Catrain et Fabrice Cantais (maintenant Analytical leader for NBE and particularly monoclonal
antibody chez Servier) (Figure 4.1). Leur aide précieuse m'aura considérablement facilité la vie, me
permettant de me lancer sur mes projets tout en apprenant toutes les particularités de cette industrie
trés particuliére.

Quality Assistance est une CRO, pour contract research organisation, c'est a dire une société a laquelle
de grands groupes pharmaceutiques sous-traitent certaines de leurs analyses, le plus souvent en
suivant les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF, ou GMP pour Good Manufacturing Practices). Cela
implique parfois le transfert de méthodes, du client vers la CRO, ou le développement de nouvelles
méthodes. Ces méthodes peuvent étre développées pour les besoins spécifiques du client a partir de
méthodes génériques, “prédéveloppées” a l'avance et proposées au catalogue de la CRO.

Par exemple, si la CRO souhaite vendre des analyses de peptide mapping, elle peut développer une
méthode générique développée sur une ou plusieurs protéines représentatives de ce qui pourraient
lui étre soumis par un client, et démontrant sa capacité a développer et réaliser ce type d'analyse.
Lorsqu’un client soumet une protéine thérapeutique a caractériser, les analystes n'ont “plus qu'a”
affiner la méthode. Dans l'exemple du peptide mapping, cela peut étre par exemple le choix d’'une ou
plusieurs protéases adaptées a la séquence (et donc aux sites consensus de clivage) de la protéine du
client.

Le contexte régulatoire trés strict de l'industrie pharmaceutique est un point de contexte trés important
a garder en téte dans ce chapitre. Les méthodes doivent étre développées dans un environnement BPF
tres difféerent des laboratoires académiques, et doivent pouvoir étre validées en suivant les guidances
des autorités.

J'ai été recruté grace a un financement FEDER (Fonds européen de développement régional) de 'Union

Européenne, pour travailler sur deux grands axes :
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FIGURE 4.1. A. Le site de Quality Assistance, a Donstiennes (Belgique). B et C. Production audiovisuelle de l'auteur
lors de sa présence chez Quality Asisstance. Le lecteur curieux pourra retrouver les vidéos sur YouTube.
B : Lauteur vantant les mérites du logiciel UNIFI pour le compte de la société Waters (photo : Arnaud
Delobel). C : Anicet Catrain et l'auteur, faisant semblant d’utiliser la télécommande de 'automate PAL
de leur plateforme HDX/MS toute neuve. D et E : Arnaud Delobel et Fabrice Catrain.
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1. Le renouvellement du catalogue de méthodes génériques pour la caractérisation physico-
chimique et la quantification de protéines thérapeutiques, et

2. Limplémentation d’une plateforme d’échange hydrogéne-deutérium couplé a la spectrométrie de
masse (HDX/MS) pour la caractérisation de structures et interactions de protéines thérapeutiques.

Dernier point divergeant significativement du monde académique : le rythme de développement. Il
n'est ici pas question de passer plusieurs mois sur chaque méthode générique. J'ai dédié environ une
semaine par méthode, rédaction de la SOP (standard operating procedure) comprise. Il ne s'agit pas
ici de passer beaucoup de temps a comprendre pourquoi une méthode fonctionne, mais de la faire
fonctionner de fagon robuste. De méme, lorsqu’une méthode ne fonctionne pas comme souhaité, une
approche alternative est rapidement testée.

Pour le second point (HDX/MS), en revanche, j'ai dédié plusieurs semaines a la mise en place de la
plateforme analytique puis aux développement de méthodes.

4.2 Développement de méthodes LC/MS pour la caractérisation et quantification de
protéines thérapeutiques

Les protéines sont de plus en plus utilisées a des fins thérapeutiques et représentent une part impor-
tante des médicaments les plus vendus (753). Elles comprennent notamment les anticorps monoclonaux
et les protéines produites par la technologie de 'ADN recombinant (protéines de fusion, cytokines et
facteurs de croissance). Leur caractérisation, du développement au contréle qualité avant libération
des lots, ainsi que la surveillance aprés la mise sur le marché, est un défi en raison de leur taille et de
leur hétérogénéité inhérente au mode de production, notamment en ce qui concerne les modifications
post-traductionnelles (PTM) (754-156).

Lanalyse d'anticorps et autres protéines recombinantes requiert d'examiner de nombreux paramétres :
identités de séquences, nature et position des PTMs, variants de charge, oligomérisation, concentration,
structure et interactions. De plus, leur mode de production rend ces parameétres hétérogénes et leur
formulation peut étre complexe. La caractérisation des variants de ces macromolécules nécessite donc

plusieurs méthodes orthogonales, chacune apportant des informations complémentaires aux autres.

J'ai ainsi développé plus de vingt-cinqg méthodes pour la caractérisation de protéines et petites mo-
lécules thérapeutiques par UPLC couplée a la spectrométrie de masse a haute résolution (ESI-QTOF),
aux niveaux intact, des sous-unités, peptidique et des petites molécules (impuretés, leachables). La
caractérisation de la glycosylation (Section 4.3) et de la structure et des interactions (Section 4.2) on
fait l'objet de travaux plus poussées et sont détaillés ci-apres.

Pour ces développements, j'ai principalement utilisé Humira® (adalimumab), un anticorps anti-TNFa
de sous-classe IgG1, approuvé par la FDA et 'EMA pour différentes maladies inflammatoires, dont la
polyarthrite rhumatoide, l'arthrite juvénile idiopathique, le rhumatisme psoriasique, le psoriasis et la
maladie de Crohn. L'adalimumab est un anticorps recombinant entiérement humain exprimé dans des
cellules CHO. Comme pour toutes les protéines produites par les technologies de 'ADN recombinant, le

produit final est un mélange de différents variants. Quand j'entame ces travaux, c'est le médicament
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le plus vendu dans le monde en 2014, avec des ventes globales de plus de 13 milliards de dollars. J'ai
également travaillé avec deux anticorps conjugués (ADC, pour antibody drug conjugate) commerciaux,
le brentuximab vedotin (Adcetris®) et le trastuzumab emtansine (Kadcyla®). Ces ADCs différent, entre
autres choses, par la nature de la conjugaison aux cystéines ou lysines, respectivement (157).

Pour ces travaux, j'ai couplé de nombreuses phases stationnaires chromatographiques a la spectro-
métrie de masse haute résolution (ESI-QTOF), qui sert principalement a identifier les espéces éluées.
Parmi les phases stationnaires mises en jeu, citons la phase inverse (RP; confirmation de séquence;
nature, position et abondance des PTMs), I'exclusion stérique (SEC; détection et quantification de
diméres, oligoméres et fragments), 'échange d’ions (IEX; variants de charge), l'interaction hydrophobe
(HIC; quantification des stoechiométries de conjugaison de petites molécules aux ADC), et l'interaction
hydrophile (HILIC; caractérisation de la nature, position et abondance des glycans, voir Section 4.3)
(158, 159).

Le couplage direct de certaines de ces méthodes chromatographiques a la spectrométrie de masse
n'est pas possible du fait de l'utilisation de tampons et sels non volatils, en particulier la SEC, 'HIC et
l'IEX. Une approche classique consiste a collecter des fractions, puis a les dessaler avant 'analyse en MS.
Cette méthode est laborieuse car elle nécessite que l'analyste recueille les fractions manuellement ou,
s'il utilise un collecteur de fractions, qu’il mesure avec précision le volume de vide entre le détecteur et
le collecteur. En outre, la collecte précise des pics peut s'avérer difficile, notamment lorsqu'il s'agit de
chromatogrammes mal résolus. Enfin, la génération d’un certain nombre de fractions a partir de chaque
échantillon n’est pas souhaitable dans un environnement réglementé, ol le suivi des échantillons est
essentiel.

Pour remédier a cela, j'ai développé des méthodes d’UPLC bidimensionnelle (2D-LC) en mode heartcut-
ting, mettant en jeu deux vannes, trois pompes et trois colonnes (160). Chaque hearcut se compose de
quatre étapes (Figure 4.2A). L'échantillon est d’abord dirigé vers la premiére colonne (SEC, IEX, HIC), ol
les analytes sont séparés, puis détectés par UV ou par toute autre méthode de détection compatible
avec la phase mobile (Figure 4.2A-a). Lorsque l'analyte d’intérét sort de la colonne, une vanne deux
positions a six port le dirige vers le flux de la pompe isocratique, puis vers la colonne de piégeage en
phase inversée (Figure 4.2A-b). Lutilisation d’'une phase mobile aqueuse acidifiée permet de concentrer
les analytes sur le piege, tout en éliminant la plupart des sels et en préparant la séparation de deuxieme
dimension, généralement réalisée avec un systéme de gradient eau-acétonitrile-acide formique. La
vanne rebascule a la fin du heartcut, dont la durée est programmée en fonction de la largeur et de la
résolution du pic. Dans une troisiéme étape, I'analyte d'intérét est focalisé sur la colonne de piégeage
(Figure 4.2A-c). Enfin, une deuxiéme vanne est activée pour envoyer le contenu de la colonne de pié-
geage a contre-courant, vers la deuxiéme colonne analytique, et finalement vers le spectrométre de
masse (Figure 4.2A-d).

La Figure 4.2B montre I'exemple de l'analyse de variants de charges par couplage IEX-RP/MS, ol la
combinaisons de ces méthodes apparait comme particulierement nécessaire pour identifier des variants
de charge. Les variants basiques sont formés suite a la perte de lysines C-terminales, avec une différence
de masse assez simple a détecter par MS seule (- 128 Da). En revanche, les variants acides se forment
consécutivement a des déamidations de résidus Asn, formant des résidus Asp et isoAsp (Figure 4.2C).

La difféerence de masse entre Asn et Asp/isoAsp est minimale (une unité de masse sur une molécule
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FIGURE 4.2. 2D-LC/MS de protéines thérapeutiques. A. Setup, B. Exemple d’analyse de variants de charge par IEX-
RP/MS, ol les fractions heartcuttées sur la dimension IEX sont analysées en RP/MS (gauche : données
brutes, droite : données déconvoluées) C. Déamidation d’un résidu Asn en dérivé succinimide, lui-méme
hydrolysé pour former Asp et isoAsp, provoquant une augmentation de masse de l'ordre d"1 Da.
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d’environ 150 kDa!), et la séparation LC est alors trés utile. Celle-ci permet aussi de quantifier les
differents variants par simple détection UV, étant entendu que les pics ont été initialement identifiés

par masse.

La communication de ces résultats dans le milieu industriel m’'a ensuite amené a participer a un alpha
test de colonnes innovantes pour l'analyse d'anticorps, et au beta test d’un logiciel de controle et
analyse de données LC-MS, en collaboration avec la société Waters. )'ai également collaboré avec
Promega pour le développement de kits de protéases pour peptide mapping et pour ['évaluation de
l'activité ADCC (cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps) (167).

Finalement, ces travaux m'ont amené a utiliser une large gamme de spectrométres de masse (ESI-QTOF,
triple quadrupdle, ion-trap; MALDI-TOF), ce qui m’a permis de renforcer mon expertise sur le sujet,
par exemple en mettant au point une méthode LC/MS/MS (MRM) pour la quantification de protéines
thérapeutiques diluées dans des fluides biologiques.

4.3 Glycosylation des protéines thérapeutiques

La glycosylation est l'une des modifications post-traductionnelles les plus courantes des protéines
et joue un role essentiel dans leur fonction, immunogénicité, clairance plasmatique et résistance aux
protéases (762). Par conséquent, le profil de glycosylation des protéines thérapeutiques est considéré
comme un attribut de qualité critique, tant pour les innovateurs que pour les biosimilaires, et doit faire
l'objet d’une analyse approfondie (163). Les protéines thérapeutiques sont généralement produites
dans différents systémes d’expression, dont les mécanismes de glycosylation fonctionnent par étapes
séquentielles et compétitives, créant ainsi des micro- (nature des glycanes pour un site donné) et
macro- (nombre et emplacement des sites) hétérogénéités de glycosylation (756). En outre, la nature
ramifiée des glycans crée un autre niveau de complexité par rapport aux séquences oligonucléotidiques
et peptidiques linéaires avec lesquelles j'ai I'habitude de travailler.

Afin de se conformer aux exigences réglementaires sur cette modification post-traductionnelle de plus
en plus étudiée, j'ai proposé l'utilisation d’'une combinaison de diverses méthodes LC ou LC/MS(/MS)
opérant a différents niveaux d'analyse (glycans libérés, peptides, intactes et sous-unités) simples
a mettre en place sans utilisation de matériel et de logiciels hautement spécialisés (163-167). Ce
workflow permet a des scientifiques non spécialisés de caractériser de maniére exhaustive les N-
et O-glycosylations des protéines thérapeutiques pour, a minima, se conformer aux exigences des
autorités. Il comprend des méthodes qui sont ensuite devenues trés tendance - en particulier U'HILIC
widepore/MS (168-172), mais aussi d’'autres peu usitées comme les colonnes a carbone graphite poreux
qui présentent une excellent rétention des composés polaires, orthogonale a la phase inverse, et dont
nous avons montré l'excellence pour la séparation des O-glycans.

Lors de ce développement, nous avons caractérisé et publié pour la premiére fois la N- et O-glycosylation
compléte (natures, sites et occupations des sites) de I'Etarnercept, une protéine de fusion parmi les
médicaments les plus vendus au monde (763, 164). Cela a nécessité l'utilisation de plusieurs techniques
chromatographiques, mais également de plusieurs méthodes de fragmentation en phase gazeuse (CID

et ETD; Figure 4.3), et est probablement 'un des objets les plus complexes que j'ai eu a analyser.
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FIGURE 4.3. Vue d’ensemble simplifiée de la caractérisation des glycoprotéines thérapeutiques. Les pointes de
fléches indiquent si la protéine (ouverte) ou les glycans (remplis) sont récupérés pour l'analyse (A).
'analyse concerne les N-glycans (traits pleins), O-glycans (tirets courts) ou les deux (tirets longs).
Une combinaison d’analyse des glycans clivés sur colonne a carbone graphite poreux couplée a la
spectrométrie de masse PGC/MSE (B) et d’analyse des peptides glycosylés sur colonne hydrophile a
pore large (widepore HILIC) couplée a la spectrométrie de masse (C) a permis d’établir pour la premiére
fois la nature de I'0O-glycosylation, leurs sites et le degré d’occupation de ces sites pour la protéine de
fusion Etanercept (D).
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4.4 Echange hydrogéne-deutérium couplé a la spectrométrie de masse pour la
caractérisation de structures et interactions de protéines thérapeutiques

Lors de ma derniére année en poste, mes activités se sont centrées sur 'analyse de structures et
interactions de protéines thérapeutiques par échange hydrogene-deutérium couplé a la spectrométrie
de masse (HDX/MS). L'HDX repose sur la mesure des cinétiques d’échange des protons amides pepti-
diques par des deutérons du solvant, qui varient trés fortement en fonction de leur structuration (773).
L'échange est ralenti en cas de formation de liaisons hydrogéne et d’'accés réduit du solvant. L'échange
est quantifié par spectrométrie de masse en tirant partie de la difféerence de masse isotopique entre
'hydrogene et le deutérium.

Classiquement, une approche bottom up est utilisée (Figure 4.4). Les protéines sont incubées dans
un tampon deutéré pendant un certain temps (d’'une dizaine de secondes a plusieurs heures), ce
qui permet la deutération des amides. La réaction d’échange est stoppée en abaissant le pH (vers
2.5) et la température. Des dénaturants et agents réducteurs peuvent étre ajoutés a cette étape pour
dénaturer les protéines. Les protéines sont ensuite digérées par une protéase, généralement la pepsine,
a température ambiante. Les peptides sont dessalés et séparés a l'aide d'un systéme UHPLC réfrigéré, en
phase inverse, et dirigés vers un spectromeétre de masse, ol ils sont ionisés par électrospray et soumis
a une analyse de masse. Les niveaux de deutération sont déterminés, généralement en comparant la
masse moyenne a la valeur m/z du centroide du peptide, pondérée par l'intensité. La cinétique de
deutération de chaque peptide peut ensuite étre tracée.

Cette approche permet de comparer les cinétiques d’échange de peptides de plusieurs états d'une
protéine, par exemple une protéine stressée (haute température, pH non physiologique, oxydant) a
cette méme protéine non stressée, ou encore un complexe anticorps/antigéne a l'anticorps seul. En
superposant les résultats de tous les peptides, il est possible d’identifier les sites perturbés (change-
ment structural, complexation non covalente) a I'échelle de 'acide aminé. Les différences de cinétiques
HDX peuvent enfin étre cartographiées sur une structure de la protéine pour faciliter l'interprétation
(Figure 4.4).

Le développement de méthodes HDX/MS n’est pas aisé et dépend assez fortement de l'analyte. En
particulier, il est important de bien digérer la protéine, c’est a dire d'avoir une couverture de séquence
la plus compléte possible, avec une redondance élevée, de fagon a ce que les séquences peptidiques
partiellement superposée donnent accés a une information résolue a l'échelle de 'acide aminé. Cela est
rendu difficile par le fait que la digestion doit se faire trés vite (en ligne), a température ambiante et a
un pH non optimal, de fagon a ce que les deutérons ne soient pas rééchangés par des protons (on parle
de back exchange). Cela devient un véritable challenge dans un environnement régulé, notamment de
par l'absence de guidances claires sur la caractérisation de structures de protéines thérapeutiques.

Mon premier but a donc été la mise en place la plateforme HDX/MS au sein de la société, une premiére
pour un sous-traitant analytique européen soumis aux bonnes pratiques de fabrication (Figure 4.1).
Dans un second temps, j'ai développé des approches robustes pour la comparaison de lots, les tests
de stress (175), et la détermination d’épitopes (176, 177).
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FIGURE 4.4. Expérience typique d'HDX/MS bottom-up. Les spectres de masse de ['exemple montrent que le peptide
a un niveau de deutérium de 2,7 D (fléche orange vs. noire pour les échantillons deutéré et non-deutéré,
respectivement). L'état B est ici plus protégé que le A pour le peptide représenté, ce qui peut étre
cartographié sur la structure de la protéine. Figure reproduite sans modification, extraite de Masson et
al. (174). Creative Commons Attribution 4.0 International License.

Enfin, j’ai mis en ceuvre notre méthode de détermination d'épitope lors d’'une collaboration avec l'en-
treprise Ose Immunotherapeutics (Nantes), qui souhaitait cibler l'expansion des cellules immunitaires
« mémoires » pathogénes, comme stratégie thérapeutique prometteuse pour prévenir les attaques
auto-immunes chroniques. Dans ce contexte, j'ai déterminé les épitopes de trois nouveaux anticorps
monoclonaux anti IL-7Ra par HDX/MS (Figure 4.5) (178). Grace a cela, il a été montré que les anticorps
liant le domaine d’interaction de l'IL-7 (site-1) ont des propriétés a la fois agonistes et antagonistes,
tandis qu’un anticorps liant aussi le domaine d’hétérodimérisation de l'lL-7Ra /yc (site-2b) présente
une activité antagoniste stricte. Une seule injection d’anticorps monoclonaux antagoniste peut induire
un controle a long terme de l'inflammation cutanée malgré des provocations antigéniques répétées
chez des singes présensibilisés.

Ose Immunotherapeutics avait déja identifié les épitopes par une autre méthode avant de nous contacter,
sans toutefois nous en informer. J’ai donc réalisé l'analyse de maniére indépendante, a l'aveugle, ce qui
a naturellement renforcé notre confiance dans les résultats lorsque Ose nous a confirmé avoir obtenu
les mémes régions.’

4.5 Conclusion

Ces années passées dans l'industrie m'ont été tres profitables, puisque j'ai pu travailler sur de nom-
breuses techniques dans un environnement tres difféerent des laboratoires de recherche publiques,
tout en conservant une activité académique.

1. A mon plus grand soulagement...
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FIGURE 4.5.
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4.5 Conclusion

J'ai ainsi travaillé avec un trés large éventail de méthodes de caractérisation et de quantification des
protéines et des petites molécules thérapeutiques, ce qui a renforcé mes compétences techniques.
Les difféerences de moyens et de temporalité avec le monde académique ne m'étaient pas inconnues,
ayant une formation initiale plutot industrielle, mais cette nouvelle expérience m’a conforté dans
mon choix de carriére académique. J'ai apprécié l'efficacité du travail mise en place, mais j'ai regretté
le relatif manque de liberté dans les orientations scientifiques et le peu de discussions techniques
poussées. Tout cela est parfaitement compréhensible au regard des objectifs d'une société comme

Quality Assistance, bien entendu.

Travailler dans un contexte réglementaire trés strict, bien que chronophage et, soyons honnéte, parfois
pénible, a également été trés formateur. Bien que ne travaillant plus dans un environnement GMP,
j'essaie de conserver les bonnes habitudes que j'ai acquises a cette occasion. Et je tiens par ailleurs en
trés haute estime le systéeme qualité de Quality Assistance. Cette expérience constitue également une
base importante de mes enseignements, ainsi que de la formation continue que j'offre aux étudiants
que je supervise au laboratoire (bonnes pratiques de fabrication, connaissance du monde industriel).

Enfin, bien que les travaux que je résume ci-dessus n'impliquent pas d’acides nucléiques, ils ont été
une source d’inspiration pour l'analyse de ces derniers, en particulier l'utilisation de I'HDX/MS pour
la caractérisation de structures d'oligonucléotides et de leurs interactions avec des protéines et des
petites molécules.
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Chapitre 5

Themes de recherche a U'Université de Bordeaux : résultats et
perspectives

51 Contexte

Je suis recruté par ['Université de Bordeaux en tant que maitre de conférences en 2017 (Figure 5.1).
Le poste est attribué au laboratoire de chimie analytique de 'UFR de pharmacie (Bordeaux, campus
Carreire) pour les aspects pédagogiques, et a 'équipe BALI (Biophysics Analysis and Ligands) de Valérie
Gabelica au sein du laboratoire ARNA (INSERM U1212, CNRS UMR 5315, Université de Bordeaux), a U'Institut
Européen de Chimie et Biologie (IECB, Pessac), pour la recherche.

J'étais le seul autre chercheur permanent de l'équipe jusqu’au départ de Valérie Gabelica fin 2023
(Figure 5.2), si 'on omet la présence de Frédéric Rosu, l'indispensable ingénieur de recherche de
la plateforme de spectrométrie de masse. Peu de ce qui suit aurait été possible sans lui. L'équipe
était spécialiste de la spectrométrie de masse native pour étudier des complexes non-covalents, en
particulier ceux formés par les acides nucléiques. Je n'introduirai pas ici cette thématique, le lecteur
pouvant se référer a une récente revue exhaustive de 'équipe (7). Fin 2023, je rejoint 'équipe PRISM
de Cameron Mackereth et déménage au batiment Bordeaux Biologie Santé (BBS, Bordeaux, campus
Carreire), toujours chez ARNA.

Durant ces premiéres années comme maitre de conférences, j'ai dirigé la thése de grace
a une ADT qui m’a été accordée en 2021 par 'Université de Bordeaux (soutenue en 2024). J'ai également

coencadré la thése d’ , dirigée par Valérie (soutenue en 2023).

Mes thémes de recherche actuels sont centrés sur le développement et l'utilisation de méthodes ana-
lytiques et computationnelles pour caractériser les structures secondaires, dynamiques et interactions
d’acides nucléiques, et en particulier les G4s. Bien que ces structures soient maintenant connues depuis
plusieurs décennies, leur important polymorphisme les rend difficiles a étudier par des méthodes de
référence (RMN, cristallographie). Ci-aprés, je décris briévement les différents axes que je développe
pour mieux comprendre comment ces structures, et d’'autres, se forment, se comportent et interagissent.

Dans ce qui suit, les Sections 5.2 a 5.5 ont été initiées dans 'équipe BALI, et les suivantes chez PRISM.
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FIGURE 5.1. Léquipe BALI en septembre 2017. De gauche a droite : Stefano Piccolo, Eric Largy, Frédéric Rosu, Valérie
Gabelica, Sandrine Livet, Nina Khristenko, Clémence Rabin, Anirban Ghosh et Steven Daly

FIGURE 5.2. 'équipe BALI en 2022, sans la cheffe!: Eric Largy, Corinne Buré, Matthieu Ranz, Alexander Konig, Frédéric
Rosu et Dominika Strzelecka. Crédit photo : Inserm/Frangois Guénet.
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5.2 HDX/MS de bio-macromolécules

5.2.1 HDX/MS native d’acides nucléiques
5.21.1 Preuve de concept

Alors que I'échange hydrogene-deutérium couplé a la spectrométrie de masse (HDX/MS) est relativement
répandu pour étudier la dynamique de protéines (voir Section 4.4), il n’était cependant pas exploité
pour étudier les acides nucléiques. Lors de ma prise de poste a 'Université de Bordeaux, je me suis
attaché a montrer qu'il s'y préte, offrant des perspectives pour explorer les structure et dynamique
d’acides nucléiques, et leurs interactions avec des protéines (Figure 5.3) (152).
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FIGURE 5.3. A. LHDX repose sur I'échange d’hydrogene et de deutérium en fonction du “statut” de la liaison
hydrogéne et son accessibilité au solvant. B. Les G-quadruplexes ont été utilisés comme modéles parce
que les G-quartets qu'ils contiennent sont formés par un réseau de huit liaisons hydrogéne avec les
fonctions imino (orange) et amino (bleu) qui peuvent étre échangées sur une large plage de temps. C.
Pour mesurer les cinétiques d’échange rapide (1-300 s), un montage de mélange en flux continu a été
utilisé, en utilisant une vanne a 6 ports et 2 positions pour changer facilement de taille de capillaire
(nuances de gris; les lignes en pointillés illustrent le couplage direct d’'un capillaire a la source MS pour
raccourcir le temps de mélange). Figure reproduite avec permission (152).

J'ai ainsi mis en place des méthodes de mesure d’échange allant de la seconde a plusieurs jours,
couplées a la spectrométrie de masse native, et donc applicables a I'étude de complexes non-covalents
d’acides nucléiques (Figure 5.3A). Deux techniques ont été développées :

1. Mesure en temps réel de 'échange (RT-HDX) : le mélange d’une solution d’ADN pré-déutéré
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avec un tampon non-déutéré déclenche l'échange. Cette solution est ensuite infusée dans le
spectrométre de masse, chaque scan correspondant a un temps précis de déutération.

. Mélange en flux continu (CF-HDX) : les analytes pré-déutérés sont mélangés avec un tampon

non-déutéré avant d'étre introduits dans le spectrométre de masse. Le temps d’échange est
controlé par le débit et le volume entre le point de mélange et le spectrométre (Figure 5.3C). Tous
les scans MS correspondant au méme temps de déutération.

Ces méthodes, trés différentes des approches bottom-up appliquées aux protéines, nous ont permis

de démontrer que :

. Les nucléobases échangent proportionnellement au ratio H/D en solution (Figure 5.4A), ce qui

permet de modéliser les distributions isotopiques; un point critique pour modéliser les données
(voir Section 5.4.3).

. Les vitesses d'échange peuvent étre mesurées de fagon précise et exacte, ce qui est idéal pour

des applications en contréle qualité par exemple (Figure 5.4B), et sur une large gamme de temps,
adaptée a différentes structures (Figure 5.4C).

. Les vitesses d’échange sont fortement dépendantes de l'appariement de ces bases et leurs

interactions intermoléculaires avec de petites molécules, elles reflétent donc les structures des
analytes (Figure 5.4D).

. Le couplage a la spectrométrie de masse native permet de mesurer les cinétiques d’échange

individuelles de complexes non covalents, pour ceux qui sont séparés en masse (Figure 5.4E).
Cela permet l'utilisation de la méthode pour des études biophysiques d’acides nucléiques
(Section 5.2.1.2).

Pour ces premiers travaux, j'ai encadré plusieurs étudiants : (DEUST, Bordeaux),

, (Licence, Bordeaux; maintenant en thése dirigée par I. Bestel, Bordeaux),

(Master, Bordeaux) et (Pharmacien, Master, Bordeaux).

Ce projet, financé depuis octobre 2021 par une ANR JCJC, vise désormais a établir 'lHDX/MS comme une

méthode de choix pour l'analyse de structures et dynamique d’acides nucléiques, en travaillant autour

de trois axes :
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1. Etablir les bases fondamentales de 'HDX/MS d’acides nucléiques, pour interpréter les vitesses

d’échanges en termes d’équilibre et de dynamique, en mesurant les vitesses d’échange intrin-
séques des nucléotides par RMN;

. Développer une approche HDX/MS native top-down, qui couplera une séparation par MS native

(par masse et forme) et une fragmentation MS/MS pour obtenir des données a 'échelle du

nucléotide pour des analytes séparés par masse et structure;

3. Appliquer ces développements méthodologiques pour répondre a des questions de biophy-

sique des acides nucléiques (thermodynamique et cinétiques de structuration), caractériser les
modes interactions entre acides nucléiques et des petites molécules ou protéines d’intérét thé-
rapeutique, et pour améliorer le controle qualité d’oligonucléotides thérapeutiques (structures

d’aptameéres, tests de stress, comparaison de lots, etc.)
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FIGURE 5.4. A. Proportionnalité entre la deutération des nucléotides et le pourcentage de deutérium en solution par
mesure de ESI-MS native (nX : nombre de sites sur les bases, nP : nombre de phosphates neutralisés, T :
nombre de sites des termini 5' et 3'). B. Mesures d’"HDX/MS de trois Gés en triplicat (barres d’erreur : 1
écart-type). C. Mesure d’"HDX/MS sur une large gamme de temps d’échange, en utilisant les mélanges
en flux continu et manuel. D. Seuls les oligonucléotides structurés (bleu, vert, rouge, violet; G4s) sont
protégés de l'échange et le degré de protection dépend de la structure. Les oligonucléotides non
structurés (orange, marron) échangent dans le temps mort. E. Les cinétiques d’échanges de plusieurs
complexes non covalents peuvent étre mesurées simultanément grace a la séparation en masse native.
Ici l'oligonucléotide 222T est en équilibre entre les formes non structurées (0 K*), G4 a deux tétrades (1
K*), et G4 a trois tétrades (2 K*), dont les cinétiques sont visibles dans le panneau D. L'échange a lieu
dans la direction D — H, donc les distributions isotopiques se déplacent vers les bas m/z, et donc de
droite a gauche. Figure adaptée avec permission (152).
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C'est dans ce cadre de ce projet financé par 'ANR que j'ai fait une demande d’ADT, qui m'a été accordée
pour la direction de la these de . Je présente brievement ci-dessous nos avancées sur ce
projet.

5.2.1.2 Application a la biophysique des G4s

Nous avons appliqué nos méthodes HDX/masse native a un large panel d’oligonucléotides se structurant
en G4 de conformations et stabilités diverses (6). Cela nous a permis de confirmer les résultats de nos
premier travaux et d'établir plusieurs points importants :

1. Une large gamme de temps de deutération est nécessaire pour observer I'échange de tous les
sites structurés des Gas.

2. Le couplage a la masse native permet de mesurer simultanément les cinétiques d’échange de
plusieurs espéces dans un mélange conformationnel.

3. Le nombre de sites protégés refléte, entre autres, le nombre de tétrades d'un G4. Nous avons mis
a disposition un set de données de référence pour déterminer le nombre de tétrades a partir
d’une cinétique HDX (Figure 5.5A) (179).

4. La vitesse d'échange diminue lorsque la stabilité (T, AG®) d’un G4 augmente, mais elle dépend
également de la dynamique conformationnel et de 'éventuel présence de motifs non cano-
niques (Figures 5.5B et 5.7A-C). Contrairement aux stabilités évaluées par melting, 'THDX/MS a
'avantage d’étre une mesure isotherme, sans déplacement de l'équilibre conformationnel di

aux changements de température.
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FIGURE 5.5. Les cinétiques d’échange HDX dépendent de la structure, du nombre de tétrades, et de la stabilité du
G4. A. Cinétiques d’échange (NUS = nombre de sites non échangés) d’oligonucléotides G4, duplex et
déstructurés (ssDNA). B. Relation entre le nombre de sites non échangés aprés 5 secondes et 'énergie
libre de déstructuration. Figure reproduite avec permission (6).

Le mécanisme de I'échange dépend donc de la stabilité, du nombre de tétrades et de la topologie des
G4s. Nous avons identifiés deux cas limites (Figure 5.6) :

1. Les G4s stables échangent rarement, et un site a la fois, via des fluctuations locales (‘EX2’). Pour
les duplexes, on parlerait de respiration, comme définit par von Hippel il y a plus de soixante
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ans (780, 1817). Cela se traduit par un déplacement, lent, de la distribution isotopique sur l'axe
des m/z.

2. Les G4s peu stables, particuliérement ceux a deux tétrades (mais pas uniquement), peuvent aussi
échanger plusieurs sites coopérativement via déstructuration partielle ou totale (‘EXT, Figures 5.7
et 5.8B). Cela se traduit par la formation d’une seconde distribution isotopique, plus échangée
que la premiére, et donc d'une distribution bimodale. Lintensité de la distribution originale
diminue, et celle de la seconde augmente d’autant au cours de la réaction. Il est probable que
la topologie du G4 influence la nature des états partiellement déstructurés. Surtout, ces états
peuvent étre détectés par HDX méme si cette population est invisible par d’autres techniques car
trés peu peuplée et trés transitoire. Ces cinétiques EX1 peuvent étre exploitées, par déconvolution
des distributions isotopiques bimodales qu’elles produisent, afin de déterminer les vitesses de
déstructuration et le nombre de sites protégés des états déstructurés, ce qui permet de mieux
caractériser les paysages énergétiques des Gas (Figure 5.8).

X2 EX1

A i |
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1525 1530 1836 1839 1842 1845
m/z miz

FIGURE 5.6. Schéma de principe des régimes d’échange limites EX2 et EX1 (gauche) et distributions isotopiques
caractéristiques correspondantes, pendant I'échange (de haut en bas pour un échange D vers H).

On notera qu’une méme espéce peut échanger par EX2 et EX1, ce qui produit des distributions bimodales
avec changements concertés d'intensité (EX1) et déplacement de ces deux distributions sur l'axe des m/z
(EX2). Enfin, la présence d’'autres conforméres de méme masse mais de cinétiques d’échanges distinctes
ajoute des distributions supplémentaires. Un exemple de distribution trimodale est donnée dans la
Figure 5.11. Nous avons mis en place des outils logiciels pour traiter ce type de données complexes
(Section 5.4.3), mais cela peut étre insuffisant. Nous avons donc ajouté une dimension de séparation
supplémentaire, décrite ci-dessous.

5.2.1.3 Couplage a la mobilité ionique

Les travaux ci-avant se heurtent a une limite : l'incapacité de séparer les conforméres de méme masse...
par masse. Nous développons donc actuellement le couplage de 'HDX a la spectrométrie de mobilité
ionique (IMS). Il s'agit d’'une partie importante des travaux de thése de de Matthieu Ranz. Romane
Guisiano a également participé a ce projet comme stagiaire de M2, et est désormais en thése sous la
direction de Ralf Jockers (Université Paris Cité, Institut Cochin, UM 3, UMR 8104, UMR-S 1016).
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FIGURE 5.7. A. Cinétique HDX/native MS de l'aptamére anti-HIV1 T95-2T, formant un G4 paralléle en présence de
difféerentes concentrations de KCL. B et C. Le nombre de sites protégés aprés 30, 50 ou 80 minutes
d’échange augmente avec la concentration en KCl et avec la stabilité du G4 (qui augmente elle-méme
avec la concentration en KCl). Cette relation est linéaire pour un échange EX2. Lorsque ['échange se
fait partiellement par EX1, la relation n’est plus linéaire. Ici, le G4 a été déstabilisé en réduisant la
concentration de KClL a 0.10 mM. D. Spectres de masse de T95-2T aprés 6 minutes d’échange montrant
la présence d’une distribution isotopique bimodale a 0.10 mM en KCl, caractéristique du mécanisme
EX1. La population ayant échangeé plusieurs sites coopérativement apparait a gauche de la distribution
majoritaire car elle est significativement moins deutérée (échange D — H). Figure reproduite avec
permission (6).
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FIGURE 5.8. Structuration et déstructuration du G4 télomérique humain 23TAG. A. Cinétique de coordination du K*
(1 mM) et de 23TAG (10 uM) dans 100 mM de TMAA (pH 7.0). Les lignes sont le résultat de la modélisation
dynamique utilisant le mécanisme de structuration du panneau B. C. Simulation de la concentration
des ensembles individuels a partir des constantes de vitesse optimisées. D. Relation entre le pay-
sage énergétique des G4s et le mécanisme d’échange. laugmentation du nombre de tétrades donne
des entonnoirs plus profonds et plus étroits. Plus 'entonnoir est étroit, plus l'échange EX2 est lent.
L'échange EX1 nécessite que l'oligonucléotide visite d'autres états qui peuvent étre des intermédiaires
de structuration (par exemple, G-triplex) entre difféerentes topologies. Figure reproduite avec permission

(6).
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Il existe plusieurs fagon de réaliser une séparation IMS. Ici, on utilise un spectrométre de masse
équipé d'un tube de dérive (Figure 5.9A). Briévement, les ions d'oligonucléotides générés dans la
source du spectrométre de masse sont introduits par paquet dans le tube de dérive contenant un
gaz (généralement de l'azote, mais ici de 'hélium). Lorsque les ions se déplacent dans le tube, par
application d'un champ électrique, ils entrent en collision avec le gaz, ce qui ralentit leur mouvement
en fonction de leur section efficace de collision (schématiquement, les plus gros ions sont davantage
ralentis). Différents conforméres peuvent donc étre séparés en fonction de leur mobilité ionique,
avant d'atteindre le détecteur du spectrométre de masse (182). Cela vient s'ajouter a la séparation en
masse, ou l'on prend toujours soin de conserver les interactions non-covalentes intacts. Ainsi, dans la
Figure 5.9B, les conforméres sont séparés par masse sur l'axe des abscisses et par IMS sur 'axe des
ordonnées. Les cinétiques d'échange de la Figure 5.9C ont été déterminées par sélection en masse de
l'espéce liant 2 K* (MK,, orange), pour laquelle on a séparé deux conforméres par IMS (vert et violet).
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FIGURE 5.9. Principe de 'HDX/IMS-MS native. A. Schéma d’un spectrométre de masse Agilent ESI-Q-TOF équipé d'un
tube de dérive pour la séparation IMS. Encart : Matthieu Ranz. B. Contour plot construit a partir des
données HDX/IMS-MS native de 23TAG en présence d'1 mM de KCL. C. Cinétiques d’échange isotopique
apparentes pour deux conformeéres séparés en IMS, formés par 23TAG-2K".

Le couplage a 'HDX a nécessité d’optimiser les paramétres expérimentaux, notamment au niveau de la
source et du fragmenteur du spectrométre de masse, pour obtenir un compromis satisfaisant entre
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rapport signal/bruit et résolution de ces conforméres par leur temps d'arrivée (t,).

Les résultats de 'étude d’un panel de G4s par HDX/IMS-MS native peuvent étre classés en trois
catégories décrites ci-dessous.

5.21.31 Cas 1:Plusieurs conforméres en solution, de méme masse, avec des CCS et cinétiques d’échange
distinctes

Dans ce cas de figure, les conforméres ne sont pas séparables par masse, mais le sont par IMS, ce qui
permet d'accéder a leur cinétique d’échange propre. Nos résultats actuels montrent que nous sommes
capables de résoudre des systémes complexes, comme par exemple celui de la séquence télomérique
humaine 23TAG (Figure 5.9B,C), pour laquelle nous avons discriminé les topologies hybrides 1 et 2
visibles dans la Figure 5.8B. Nous avons observé un échange plus rapide de la topologie hybride 2,
qui ne s’explique pas par une difféerence de stabilité entre ces topologies, mais par une dynamique
de déstructuration plus rapide. En effet, la déconvolution de leurs distributions isotopiques pendant
'échange, désormais résolues en IMS, permet de montrer que 'hybride 2 se déstructure plus vite que
'hybride 1(0.57 min™ vs. 1.76 min™, respectivement, en EX1), alors que leur é&change par fluctuation
locale (EX2) est similaire.

Cette approche a été utilisée pour un systéme encore plus complexe, le variant télomérique 5YEY, qui
forme au moins quatre conforméres dans nos conditions, dont trois ont la méme masse (Figure 5.10). A
l'instar de 23TAG, ces trois conforméres de méme masse échangent a des vitesses distinctes a cause de
leurs tendances respectives a échanger par EX1.

5.2.1.3.2 Cas 2: Plusieurs conforméres en solution, de masses et CCS distinctes, et de méme CCS et
cinétiques d’échange

IL s'agit ici de filtrer les adduits non spécifiques, frequents en ESI-MS native. Un seul exemple est
déja publié, ot l'on s'intéresse a des complexes non-covalents de protéines (783). Dans le cas des
G4s, un oligonucléotide formant des conforméres a 2 tétrades (“2T”) et 3 tétrades (“3T”) coordonne
spécifiquement 1 et 2 K*, respectivement et ont donc des masses distinctes (MK et MK2, respectivement;
Figure 5.11A,B). Cependant, 2T peut coordonner un potassium supplémentaire, non spécifiquement, et
ainsi avoir la méme masse que 3T. LIMS permet de les séparer en phase gazeuse, et ainsi d'accéder a la
cinétique d’échange “pure” de 3T (Figure 5.11C). De méme pour 2T, on peut filtrer la contribution des
brins non structurés (“U”). Uexemple de la Figure 511 illustre cette approche pour l'oligonucléotide
222T, qui forme des conformeéres U, 2T et 3T. Les distributions isotopiques observées pour MK2 sont
particulierement complexes, puisque 3T échange par EX2 et EX1 et que MK2 contient également un
contaminant a 2 tétrades. On obtient donc une distribution trimodale, dont deux populations isoto-
piques sont corrélées (EX1 de 3T), et une indépendante (contaminant non spécifique de 2T) (Figure 5.11D,
zone 2). La séparation IMS permet d’accéder aux contributions de 3T uniquement, et en particulier a
son échange significatif par EX1 (Figure 5.11D, zone 3).
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FIGURE 5.10. Détection et caractérisation de conforméres mineurs de 5YEY par HDX/IMS-MS native. A. Distributions
de CCS de 5YEY-2K* en présence de 1 mM de KCL. B. Cinétiques d’échange apparentes de trois zones
IMS, définies dans le panneau A. Les distributions isotopiques de ces trois zones ont été déconvoluées
(D), ce qui permet de quantifier leur échange par EX2 (E) et EX1(C; zones 1 et 2). On note ici que le
conformére de la zone 3 échange purement par EX2, plus lentement que ceux des zones 1 et 2, qui
échangent significativement par EX1.
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FIGURE 5.11. Filtrage des adduits non spécifiques de 222T par IMS : A. La présence d'adduits K* non spécifiques

produit des espéces de différentes conformations (U : non structuré, 2T : G4s a 2 tétrades, 3T: G4s a 3
tétrades) mais de méme m/z : ici, 2T lié a un cation spécifique et un non spécifique (2T-(1+1)K*) et U lié
a deux cations non spécifiques (U-(0+2)K*) ont le méme m/z que 3T-2K" et sont donc mélangés dans
MK2. Il en va de méme pour MK qui contient 2T-1K* et U-(0+1)K*. Notons que les structures présentées
ici pour 222T ne sont pas connues et qu'il s'agit probablement de mélanges de conformeres. B. Contour
plot HDX/IMS-MS de 222T dans 0.1 mM KCL (en haut : spectre de masse natif, a droite : distribution des
temps d'arrivée). C. L'extraction de régions IMS-MS spécifiques (rectangles colorés dans le panneau
B) fournit les cinétiques d’échange apparentes des espéces 3T2K* et 2T-1K" sans les contributions
non spécifiques initialement présentes dans MK2 et MK, respectivement. D. La déconvolution de la
distribution isotopique multimodale pour des temps d’échange sélectionnés met en évidence la
présence d’un contaminant dans la zone 2 (vert; distribution trimodale) de MK2 qui est filtré dans la
zone 3 (bleu clair; distribution bimodale).
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5.211.3.3 Cas 3 : Méme masses et cinétiques d’échanges mais CCS distinctes
Ily a en fait ici deux possibilités :

— Les pics distincts en mobilité ionique sont la conséquence de réarrangements entre la source
(ou la charge de l'analyte est acquise) et le tube de mobilité (Figure 5.9A). La cinétique d’échange
en solution (avant 'ESI) n'est donc pas altérée. Dans ce cas de figure, 'HDX renseigne sur les
mécanismes de réarrangement en phase gazeuse et permet de mieux comprendre certains
résultats d'IMS-MS.

— Il y a des conformations distinctes en solution qui ont le méme comportement HDX a 'échelle
de temps ol l'expérience est conduite. C'est sans doute le cas de conformeéres ayant le méme
coeur G4 (méme nombre de tétrades et topologie) mais des structurations et dynamiques de
boucles différentes. Notre approche méthodologique permet de sonder I'échange de la seconde
a plusieurs jours, ce qui permet de voir les sites des tétrades échanger, mais pas ceux des boucles.
Ici c'est 'IMS qui permet de mieux interpréter les résultats HDX, et en particulier permet de
détecter des conformations alternatives qui n'impactent pas les cinétiques apparentes d’échange.

5.21.3.4 Conclusion

Cette approche combinant HDX en solution et IMS-MS native de biomolécules intactes est peu utilisée.
Nous montrons ici qu’elle fonctionne avec des G4s, et que chaque technique, HDX et IMS, permet de
mieux comprendre et interpréter les résultats de l'autre. Cette approche est potentiellement utile
pour d’autres macromolécules de relativement bas poids moléculaires, pour lesquelles plusieurs
conforméres pourraient &tre séparés par IMS (assemblages supramoléculaires, peptidomimétiques, et
assemblages protéiques congus de novo (784)). Un exemple d’utilisation d’"HDX/IMS-MS native sur des
protéines est donnée dans la Section 5.2.2.

5.2.1.4 Etude de complexes G4/petites molécules

L'étude de linteraction entre ligands et G4s a relativement haut débit (plusieurs complexes par jour)
repose généralement sur des méthodes spectroscopiques : UV-melting, FRET-melting, dichroisme
circulaire, G4-FID (voir Section 1.4) (185). Lorsque le systéme s'y préte, la structure des complexes
formés peut étre déterminée par RMN ou cristallographie. Ces techniques sont parfois limitées par le
polymorphisme des analytes (ADN libre vs complexé, différentes topologies, différentes stoechiométries,
etc.) et ne donne souvent accés qu’a un « instantané ». Le couplage entre HDX en solution, qui informe
sur la dynamique ce ces espéces en solutions, et de la spectrométrie de masse native, qui permet de
séparer ces espéces par masse et structure, est prometteur pour aller au-dela de ces instantanés (6).

Il sagit d'une autre partie importante des travaux de thése de , assisté de
(Etudiante ingénieure, ENSMAC, Bordeaux) au départ de ce projet. Clarisse est maintenant en thése
sous la direction d’Ewen Lescop et Laurent Catoire (ICSN, Université Paris Saclay).

Nous avons sélectionné plusieurs ligands avec divers modes d'interaction qui induisent, ou non, des

altérations structurales de 'ADN G4. Cela permettra de déterminer quelles informations peuvent en
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effet étre collectées par HDX/MS. Nous appliquerons ensuite cette approche a des systémes complexes
dont le mode d’interaction n’est pas encore élucidé.

Nos premiers résultats montrent que les ligands interagissant par m-stacking sur les tétrades externes
induisent un ralentissement de la cinétique d’échange dans les premiéres secondes/minutes par
rapport au G4 libre, puis convergent vers des valeurs similaires (Figure 5.12; T95TT/PhenDC3). Cela
s'explique par une protection accrue des tétrades externes, qui échangent normalement dans les
premiéres secondes a minutes, mais pas des internes.

En revanche, lorsque 'échange induit un changement de conformation du G4, la cinétique d’échange
est altérée sur 'ensemble des temps d’incubation, traduisant un changement de protection a l'échange
de U'ensemble des sites. Dans le cas de 23TAG, l'intercalation de PhenDC3 induit un changement confor-
mationnel qui augmente la protection de nombreux sites (Figure 5.12; 23TAG/PhenDC3). L'intercalation
induit également la “perte” d’un potassium, ce qui peut étre directement quantifié sur les spectres de
masse native acquis pendant les expériences HDX. A l'inverse, l'interaction de PDS avec 5YEY méne a
une déprotection globale du G4, qui peut étre le résultat d'un déplacement de l'équilibre vers un G4 a
deux tétrades (Figure 5.12; 5YEY/PDS).

D’autre part, 'analyse des distributions isotopiques a permis de montrer que le mécanisme d’échange
EX1 est souvent inhibé en présence de ligand (cas de PhenDC3/23TAG), mais pas systématiquement
(cas de PhenDC3/TBA), ce qui suggére que certains ligands se coordonnent de fagon trés dynamique.

Un point faible de cette approche est la dilution nécessaire au déclenchement de l'échange, ici d’'un
facteur 10. Dans le cas de complexes avec des K, submicromolaires, cela n’a virtuellement aucune
incidence. En revanche, lorsque le K, est dans l'ordre de grandeur des analytes (5-10 uM), alors
'échange a lieu hors équilibre. Cela signifie qu’une partie du complexe peut se dissocier, et donc que
les cinétiques mesurées pour 'ADN libre sont potentiellement “polluées” par des molécules d’ADN
ayant partiellement échangées sous forme de complexe. Ce potentiel de contamination dépend de la
cinétique de dissociation : si celle-ci est lente par rapport a la cinétique d'échange, alors l'incidence est
faible. En revanche, dans le cas de dissociations rapides, la contamination peut étre significative. Cela
entraine une différence apparente de cinétiques entre ADN libre et lié plus faible qu’elle ne devrait
l'étre. Une de mes perspectives a long terme est de mesurer les Ross €t Ry, des complexes étudiés en
masse native avec une technique orthogonale comme la SPR ou le BLI.

Enfin, nous avons étendu notre gamme de ligands a un peptide, comme preuve de concept de cette
approche pour étudier des complexes acides nucléiques / protéines. Le peptide RHAU18 interagit avec
les tétrades terminales de 'aptameére G4 T95TT, sans changement conformationnel de ce dernier. Malgré
cela, les cinétiques d'échange ne convergent pas comme dans les cas de m-stacking. Notre hypothése
est que le peptide protége partiellement la tétrade interne par interaction de l'extrémité C-terminale
(en particulier K17 et Q18) dans le sillon du G4, mais il ne faut pas exclure d’éventuelles contributions
de sites protégés sur le peptide lui-méme. Pour cela, nous devrons étudier l'échange du peptide, et a
terme de la protéine entiére, par HDX/MS bottom-up “classique”, tel que décrit dans la Section 4.4,

L'HDX/MS semble donc avoir un excellent potentiel pour caractériser differents modes d’interaction
et la dynamique des complexes formés. De plus, cette approche bénéficie des avantages de la spec-

trométrie de masse native, a savoir la détection et quantification des différentes stoechiométries en
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FIGURE 5.12. Comparaison des cinétiques d’échanges de complexes G4/petites molécules (PhenDC3, PDS) et G4/pep-
tide (RHAU18) et des G4s libres correspondant. A droite, les structures montrent le mode d’interaction
attendu pour T95TT/PhenDC3 (PDB : 2MGN; le G4 est c-myc dans cette structure), 23TAG/PhenDC3 (PDB :
2MGN) et T95TT/RHAU18 (PDB : 2N21).
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oligonucléotides, cations et ligands, et la détermination des K, pour ces espéces séparées en masse,
voire en IMS. Ces travaux, feront l'objet d'une publication avec comme premier auteur.

5.2.1.5 Perspectives

Deux axes de travail se dégage désormais. Le premier est méthodologique, et consiste en l'identification
d’'une méthode de fragmentation en phase gazeuse des analytes, sans générer de réarrangement des
isotopes (scrambling (186-192)) qui ferait perdre l'information acquise en solution. Cette approche
top-down permettrait l'obtention des cinétiques d’échange a l'échelle d'un petit nombre de résidus,
voire méme d’un résidu unique, en plus de celles mesurées a I'échelle de l'analyte intact. Ces cinétiques
résolus sur la séquence permettrait de déterminer quelles bases sont impliquées dans des motifs
structuraux (paires de bases, tétrades) et des interactions non covalentes avec des ligands, du cation a
la protéine.

Le second axe de travail consiste a utiliser notre boite a outils méthodologiques (résolution en temps de
mélange, masse, conformation et séquence) pour étudier des complexes acides nucléiques/protéines.
'HDX/MS pourra aussi étre appliqué au partenaire protéique, offrant une caractérisation compléte des
dynamiques d’interactions des deux partenaires. Explorer d'autres structures secondaires d’ADN et
d’ARN (pas encore étudié du tout!) est également au programme, notamment en exploitant la séparation
IMS.

Enfin, tangentiellement a ce projet, j'ai rejoint Carmelo Di Primo (ARNA) sur une étude fondamentale
de lutilisation du BLI pour étudier la structuration et les interactions d’oligonucléotides. A terme,
j'aimerais inclure cette technique comme méthode orthogonale de mesures de cinétiques d’association

et dissociation intra- et intermoléculaires.

5.2.2 HDX/MS native de protéines thérapeutiques

L'échange hydrogene-deutérium ne s'est pas cantonné aux acides nucléiques dans 'équipe BALI. )'ai
ainsi modestement participé a un Projet financé par la Région Nouvelle Aquitaine, en collaboration
avec la société Merck, qui utilise I'échange hydrogéne-deutérium couplé a la spectrométrie de mobilité
ionique et la spectrométrie de masse native pour 'étude de protéines thérapeutiques qui présentent
des conformations multiples en solution. Ce projet, innovant techniquement, a permis de déterminer
les conditions optimales de production et conservation de ces protéines, identifier les conformeéres
actifs, et participera a la protection de la propriété intellectuelle.

D’un point de vue académique, ces travaux principalement menés par une chercheuse postdoctorante,

(Figure 5.1), nous ont permis de découvrir un nouveau mécanisme d’ionisation des
protéines par électrospray en conditions natives (Figure 5.13A) (193). Durant ce projet, j’ai coencadré Nina
en apportant mon expertise en HDX/MS et développement de méthodes analytiques pour la conception

et la réalisation des expériences, le traitement de données, et l'interprétation des résultats.
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Plus spécifiquement, nous nous sommes intéressés a la structure en phase gazeuse de protéines
thérapeutiques multi-domaines, constituées de domaines globulaires reliés par des régions non struc-
turées. Leurs distributions de charges (masse native) et de sections efficaces de collision (IMS) sont
multimodales (Figure 5.13B, C), ce qui suggére l'existence de plusieurs conformations en solution suivant
des mécanismes d’ionisation distincts. Nous avons confirmé la présence de plusieurs conformations
en solution (et non seulement en phase gazeuse) par HDX, en reprenant l'approche en flux continu
développée pour les acides nucléiques, c'est a dire en conditions natives et a I'échelle de la protéine
intacte, plutot que par approche bottom up (Figure 5.13D). Les états de charge les plus élevées, corres-
pondant aux CCS de protéines les plus allongées sont théoriquement les moins protégés de 'échange,
ce qui est en effet ce que nous avons observé.

Le mécanisme d’ionisation électrospray est intrigant : une fraction de la population ne suit pas le
mécanisme des résidus chargés (CRM) mais ne peut pas non plus s'ioniser par pure éjection de chaine.
Nous en avons déduit qu'un mécanisme hybride est possible, dans lequel les domaines globulaires
sont éjectés un a la fois d'une gouttelette mére. Les corrélations entre la charge et la surface accessible
au solvant de protéines dénaturées ou intrinséquement désordonnées sont également compatibles
avec ce “mécanisme d’éjection de perles” (BEM), que nous avons proposé comme principe général de
l'électrospray des biomolécules.

5.3 Ligands de G4s

5.3.1 Ligands capables de discriminer des topologies G4

Aprés plusieurs années sans opportunités de pouvoir jouer avec des ligands de G4, j'ai enfin eu
l'opportunité de revenir a mes premiéres amours. Comme évoqué précédemment, une petite molécule
pouvant se lier spécifiquement a un seul G4 permettrait de potentiellement réguler des processus
biologiques avec peu d’effets secondaires liées aux interactions avec 'ADN duplex. Lors de ma theése,
j'ai développé une méthode permettant d’évaluer la sélectivité de ligands pour des structures G4s
distinctes, mais ai di faire le constat qu'il n’était pas encore possible de concevoir rationnellement un
ligand ciblant une structure G particuliére (Sections 1.4.1.1, 1.4.1.2.1) (101, 102). Nous avons synthétisé
des molécules capables de discriminer trés efficacement certaines topologies, mais sans pouvoir
complétement rationaliser ces effets (Section 1.3.2) (86, 87). Je m’en suis donc remis au criblage, mais
sans découvrir de design moléculaire radicalement différent (Section 1.4.1.2.2) (104).

De récentes études présentent des approches trés prometteuses pour obtenir des sélectivités intra-G4
significatives (794, 195), mais beaucoup des sélectivités publiées dans la littérature se limitent a 'étude
d’'un nombre réduit de séquences que l'on pourrait qualifier de cherry picking. Un exemple récent, pris
totalement au hasard, présente des ligands indo-quinolines comme sélectifs de topologies paralléles,
mais seulement quatre séquences G4s (dont deux paralléles) et un contrdle duplex ont été testées
(196). Dans un autre exemple récent, les auteurs présentent trois molécules qui seraient sélectives
d’un seul G4 (C90rf72) avec des K, de 2-3 mM (oui, millimolaires) (197). Troisiéme et dernier exemple
aléatoire, ol un dérivé de TO est présenté comme spécifique de c-MYC aprés comparaison avec trois

G4s, sa faible sélectivité apparente étant cachée Supporting Information (198). Le TO est d’ailleurs a la
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produit une conformation entiérement étendue. Le BEM est intermédiaire parce qu'il est un composite
du CRM et du CEM : les domaines structurés peuvent étre ionisés par le CRM tandis que les régions
désordonnées peuvent étre ionisées par le CEM. Encart : Nina Khristenko B. Distribution de CCS
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mode, puisque d’autres groupes ont modifié sa structure pour moduler son affinité et sa sélectivité
(199, 200).

5.3.11 Ligands foldaméres spécifiques des topologies paralléles

Lors de son séjour sabbatique dans l'équipe, Liliya Yatsunyk (Professeure a Swarthmore, PA, USA)
a observé par ESI-MS la formation d’'un complexe entre un G4 de c-myc et une molécule inconnue
contaminant le spectrométre de masse. Aprés que Liliya a identifié le propriétaire de la molécule,
l'équipe de Yann Ferrand (IECB, Bordeaux), et la nature de celle-ci, je me suis retrouvé le chanceux
propriétaire du foldamére M1, plus tard rebaptisé Q, (Figure 5.14A)." Moore définit les foldaméres
comme “tout oligomeére qui se replie dans un état conformationnel ordonné en solution, dont les
structures sont stabilisées par un ensemble d'interactions non covalentes entre les unités monomeéres
non adjacentes” (207). Il existe deux grandes classes de foldaméres : les foldaméres a brin unique qui
se replient uniquement sur eux-mémes (peptidomimétiques) et les foldameéres a brin multiple qui
peuvent également s'associer (nucléotidomimétiques). Ici, c’est de la premiére que j'hérite, puisque
Q, fait partie d'une série de foldaméres formés d’hétérocycles pyridine (P) et quinoline (Q) liés par
des amides, ce qu'un cerveau contaminé par les ligands de G4s pourrait aussi interpréter comme des
oligoméres de 360A (Figure 1.6).

De fait, ces foldaméres possédent deux caractéristiques classiques des ligands de G4 :

1. une structure basée sur des hétérocycles (Figure 5.1%), bien que non condensés ici, a l'image de
TOxaPy (Section 1.3.2)

2. Des chaines latérales étendues et flexibles, pouvant potentiellement interagir dans les boucles
et sillons des G4s. Ici chaque quinoline posséde une chaine latérale chargée positivement a
pH physiologique, ce qui améliore la solubilité dans I'eau et permet de cibler les phosphates
(Figure 5.14A, B).

La difféerence essentielle avec les ligands de G4s “classiques” réside dans le fait que ces foldameéres
ne sont pas plats, mais se replient en hélice grace notamment a des des répulsions électrostatiques,
des liaisons hydrogéne intramoléculaires, une conjugaison et un empilement aromatique significatifs
(202-204).

Avec (stagiaire de licence, Bordeaux), nous avons confirmé l'interaction forte entre Q,
et c-myc, mais également découvert que ce ligand a une préférence marquée pour certaines séquences,

sans toutefois caractériser cette sélectivité complétement, ni en déterminer l'origine.

Grace au coencadrement doctoral d’ , j'ai pu réexplorer ce theme de recherche pour
tenter d'enfin sortir du paradigme du ligand aromatique plan condensé. Vincent Laffilé, doctorant de
l'équipe de Y. Ferrand, a synthétisé une série de ces foldaméres (Figure 5.14B), nous permettant de
mieux caractériser les déterminants de cette sélectivité. Surtout, Alexander a souhaité tester un large
panel de structures secondaires pour éviter les conclusions hatives sur ladite sélectivité. Il a ainsi
criblé par spectrométrie de masse native une large gamme de G4s et de controles non-G4, ce qui a

1. D’ou l'intérét de tenir a jour les log books des instruments.
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FIGURE 5.14. Série de foldameéres amidoquinolines. A. Le contaminant par lequel tout a débuté, initialement nommé
M1 avant d’étre rebaptisé Q,. B. Les différents foldaméres de la série dont l'affinité et la sélectivité

pour les G4s ont été évaluées. C. Vue du dessus de 'extrémité C-terminale de ['hélice formée par cette
famille de foldaméres.

109



Chapitre 5 Themes de recherche a 'Université de Bordeaux : résultats et perspectives

permis de mettre en évidence la préférence marquée de QQPQ, Q,, QPPQ et QPQ pour la topologie
paralléle (Figure 5.15A).

J'ai développé un script pour la quantification semi-automatisée de chacune des espéces (les différentes
stoechiométries d’interaction) de ces 144 spectres de masse, et le calcul subséquent des affinités. J'ai
également utilisé ce script pour quantifier les espéces des titrations entre sept foldaméres et six
oligonucléotides (294 spectres; Figure 5.15B, C). )'ai ensuite écris un script générant... des scripts servant
d'input pour le logiciel DynafFit, permettant la modélisation dynamique de ces titrations sur la base des
équations chimiques de réactions (205, 206). Lexécution de ces scripts automatiquement et I'extraction
des résultats (K,, coopérativités, paramétres de fit) ont également été scriptées. Cette automatisation
du traitement des données a permis un gain de temps notable et des gains de robustesse et répétabilité.
Ces titrations ont permis la détermination de K, de 'ordre de la centaine de nanomolaires pour les
G4s paralléles, plusieurs ordres de grandeur de mieux qu’avec les autres topologies, bien que des
exceptions existent (Figure 5.16).

Nous avons également observeé par dichroisme circulaire que ces ligands peuvent induire des chan-
gements de conformations de G4s non paralléles, vers la topologie paralléle, confirmant cette nette
préférence structurale. Afin d’élucider l'origine de cette préférence, nous avons tenté de cristalliser
certains de ces complexes avec l'aide précieuse de Stéphane Thore (ARNA, équipe PRISM). Cela nous a
permis de proposer une structure pour le complexe QQPQ/222T (Figure 5.17), que nous avons ensuite
également étudié par RMN avec Cameron Mackereth (avec un G4 légérement différent pour obtenir des
pics iminos, marqueurs de la formation des tétrades, mieux résolus; Figure 5.18).

Les deux approches montrent que l'interaction se fait par m-stacking sur les tétrades externes. Dans
le cristal, seule une tétrade est coordonnée par le foldameére car le G4 dimérise via l'autre face. En
solution, en revanche, nous avons mis en évidence que l'interaction se fait sur les deux faces, ce qui est
cohérent avec les stoechiométries déterminées par spectrométrie de masse. Ce stacking est la norme
des ligands de G4s. En revanche, cette hélice positionnée de fagon coaxiale au canal ionique du G4
induit un encombrement stérique important au-dessus des tétrades. L'interaction est donc favorable
lorsque ces tétrades sont relativement peu encombrées, comme dans les G4s paralléles. Dans les autres
topologies, des boucles recouvrent les tétrades, rendant l'interaction stériquement peu favorable, bien
que possible dans certains cas particuliers comme QPQQ/5YEY (Figure 5.16). Les données CD, MS et
RMN supportent ici un réarrangement en un G4 hybride a trois tétrades, dont une seule présente un

environnement favorable a linteraction.

Les densités électroniques assez diffusent de l'étude cristallographique, couplées a la relative symétrie
de la molécule, ne permettent pas de conclure sur le mode d’'interaction. Il est théoriquement possible
pour le ligand d’étre positionné dans la position inversée (vis-a-vis des extrémités N et C terminales) et
de pouvoir pivoter autour de ['axe de 'hélice, ce qui expliquerait les densités électroniques diffuses.

J’ai donc appliqué le workflow de dynamiques moléculaires que j'ai mis en place a mon arrivée dans
l'équipe de Cameron, détaillé dans la Section 5.6.2, en me basant sur la structure cristalline. J'ai
préalablement vérifié que la conformation hélicoidale de QQPQ est la seule pertinente par calculs

de mécanique quantique (Figure 5.19A), et dérivé par la méme méthode des paramétres modifiés de
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FIGURE 5.15. Utilisation de la spectrométrie de masse native pour cribler une large gamme d’oligonucléotides
avec des foldameres de synthése. A. Heatmap de la fraction d’ADN lié par un équivalent molaire de
foldamére. 21CCC est un i-motif. B. Exemple de spectres obtenus pour la titration de 222T avec QPQ (M
= G4 monomeérique, L = ligand foldamere). C. Titrations modélisées semi-automatiquement.
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FIGURE 5.16. Constantes de dissociations des réactions successives de complexation des foldaméres. Les constantes
submicromolaires sont colorées en bleu. Bien que les foldameéres ont généralement des affinités plu-
sieurs ordres de grandeurs meilleurs avec les G4s paralléles (1XAV, 222T) qu’avec les hybrides/antipa-
ralléles (5YEY, 21G) ou les simples brins déstructurés (ss24, T24), des exceptions existent. En particulier,
QQPQ se lient trés bien a 5YEY, et Q, et Q, se lient de fagon coopérative - 2 par 2! - a T24.
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FIGURE 5.17. A. Structure cristalline du complexe QPQQ/222T. On notera la présence d’un second site d’interaction du
ligand qui permet des contacts dans le cristal et n'existe pas en solution. B. Alexander Konig présente
ses résultats a l'International Mass Spectrometry Conference (IMSC), 27 ao(it 2022, Maastricht (Pays-Bas).
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14

KP 10 mM, pH 7.0, dans 90/10 H,0/D,0) en présence de QQPQ (300 uM), montrant deux réseaux de
corrélations NOE reliant les protons amide (NH) du foldamére. L'encart inférieur présente la région
imino du spectre 1D annotée avec les signaux des deux espéces de foldameéres. B) Régions sélectionnées
du spectre "H,"H-NOESY de QQPQ lié a 2LK7, et des mutants ol un T est substitué par un U : 2LK7-1U,
2LK7-2U et 2LK7-18U, ayant permis d’identifier les sites d’interactions en 5’ et 3'. Les lignes verticales
indiquent les déplacements chimiques d’origine des protons H5 de la thymine, du NH1 de Q1 et du
NH3 de P3 du QQPQ. Les carrés mettent en évidence 'absence de signaux lorsque la thymidine est
remplacée par la désoxyuridine. C. Schéma du complexe 2:1 QQPQ:2LK7, ot le QQPQ est représenté
en saumon et en gris pour les sites de liaison 5’ et 3, respectivement. Les résidus T1, T2 et T18 sont
colorés comme dans B. Encart : Cameron Mackereth.
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champs de force pour ce ligand. Les observations les plus importantes sur un conformeére paralléle de
222T ont confirmé nos hypotheéses :

— Deux QQPQ peuvent se stacker en 5' et 3', sans géne stérique, sans perte d’'hélicité du foldameére,
et sans préférence notable pour un interaction via les extrémités N et C-terminales.

— Tous les modes d’interactions identifiés par analyse en composantes principales (PCA) et cluste-
ring des trajectoires MD présentent QQPQ positionné de fagon décentrée par rapport a la tétrade,
ce qui maximise les interactions m - i (Figure 5.19B).

— Les chaines latérales peuvent se lier au squelette phosphate de fagon transitoire et sont globale-
ment trés dynamiques, a l'instar des dT en 5’ et 3', ce qui justifie leur absence dans le modeéle
cristallographique.

— QQPQ peut tourner autour de son axe hélicoidal (Figure 5.19B), parfois en complétant une
rotation compléte en l'espace d'une microseconde de simulation, tout en maintenant des angles
interplanaires optimaux pour le m-stacking.

— Les amides de QQPQ peuvent interagir de fagon discréte avec des thymines de boucles (Fi-
gure 5.19B), venant confirmer la tendance de ces foldaméres a lier des oligonucléotides riches
en T. Cette interaction particuliére a également été observé pour 5YEY (Figure 5.19C), amenant
un élément d’explication de l'affinité particulierement bonne de QQPQ pour ce G4 non paralléle
dont la topologie est altérée par l'interaction.

Ces travaux, récemment acceptés pour publication dans Nucleic Acids Res. avec en
premier auteur, nous permettent donc de proposer un nouveau paradigme pour la synthése rationnelle
de ligands capables de discriminer des topologies particuliéres de G4s : il est possible de concevoir
des ligands sélectifs de G4s paralléles en associant une surface aromatique permettant le stacking a
une structure tridimensionnelle non plane empéchant l'interaction avec les autres topologies. Cette
approche avait déja été explorée lors de ma thése, et avant (66), avec des complexes métalliques
incluant des ligands apicaux, mais la géne stérique associée était bien plus modeste qu'avec des
foldameéres. Les informations structurales générées par RMN et cristallographie seront trés utiles pour
optimiser rationnellement ces foldameéres pour le ciblage spécifique de certaines topologies G4.

Finalement, cette étude illustre le potentiel de la spectrométrie de masse native pour cribler et caracté-
riser des ligands de G4 sans cherry picking et sa complémentarité avec des techniques structurales de
plus hautes résolutions. Sur une note plus personnelle, je suis trés friand d'études combinant plusieurs
techniques orthogonales pour étudier un systéeme d’intérét, et je trouve trés drole qu’apres des années

a concevoir rationnellement ou cribler des ligands de G4s, on en trouve un par hasard.

5.3.1.2 Ligands pérylénes spécifiques d’une conformation intermédiaire de structuration de c-KIT2

Durant mes activités de caractérisation de ligands de G4 par spectrométrie de masse, j'ai également
encadreé , une étudiante de thése de l'université de Padoue (Figure 5.20C; maintenant
postdoc au Massachusetts General Hospital), lors de son séjour de 6 mois au laboratoire pour ses
travaux sur la séquence KIT2 du promoteur d’oncogéne humain c-KIT (208). Plus précisément, l'étude
était centrée sur la sélection d'un intermédiaire structuré en G4, a long temps de vie, pour lequel un

role physiologique est possible compte tenu de la vitesse des processus transcriptionnels (209).
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B 250 ns 965 ns

FIGURE 5.19. A. Ensemble conformationnel de QQPQ. Vue latérale (gauche) et vue de dessus (droite) des 133 confor-

116

méres identifiés et superposés par l'algorithme GOAT (Global Optimizer Algorithm) : Un premier mini-
mum local est déterminé a partir de la position initiale sur la surface d’énergie potentielle. L'énergie est
ensuite augmentée dans un champs de force (GFN-FF) jusqu’a franchir une barriére, puis une nouvelle
optimisation de géométrie semi-empirique (GFN2-xTB) permet d’identifier un nouveau minimum. Le
processus est répété jusqu’a ce qu’aucun nouveau minimum ne soit trouvé. B. Exemple de mode
d’interaction discret de QQPQ impliquant une thymine a l'extrémité 5’ (liaison hydrogéne entre 06
(rose) et le N3 de dT1(250 ns), inhibant la rotation du foldamére. La disruption de cette interaction
rétablit la liberté rotationnelle de QQPQ (droite, 965 ns). C. Structure publiée de 5YEY (gauche) (207),
et un complexe QQPQ-5YEY de topologie hybrid-1, extrait aléatoirement de la simulation MD. Dans
ce dernier, la paire de bases A6:T18 est rompue, laissant de I'espace au-dessus de la tétrade 5’ pour
que QQPQ puisse se stacker. T18 est disponible pour se lier a l'oxygéne de l'amide de l'extrémité
N-terminale de QQPQ, qui est également stacke par T17 sa son extrémité C-terminale.



5.3 Ligands de G4s

A o) 0 Q 0
Paace ase

w0~ e O OO

K20 PIPER
B . . [KIT*]>
*15- * -
[KIT*] [KIT*+1K20] 1K
1K
1K
2K oK 2K
[KIT*+1PIPER]>
3K 3K
i
i . v i _‘ A L ll A - al . y
1400 1450 1500 1550 1600 1400 1450 1500 1550 1600
m/z m/z
C

FIGURE 5.20. A. Structures de PIPER et K20. B. Spectres de masse native de KIT* (0.01 mM) en présence d’un équivalent
molaire de K20 ou PIPER, dans un tampon 100 mM TMAA, 4 mM KCL. On notera ici l'utilisation de
quantités de KCl peu adaptées a la spectrométrie de masse native. Adapté avec permission (7). C.

L'équipe BALI en juillet 2019. De gauche a droite : Steven Daly, Silvia Ceschi, Federica D'Aria, Eric Largy,
Valérie Gabelica, Frédéric Rosu.
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Nous avons montré par MS native (7) :

1. que le dérivé de péryléne K20 (Figure 5.20A) sélectionne cette topologie,

2. qu’un seul ion K* est spécifiquement coordonné dans la structure (Figure 5.20B), qui est donc
vraisemblablement composée de seulement deux quartets de guanines, et

3. que le ligand apparenté PIPER, dont seules les chaines latérales différent de K20 (Figure 5.20A),
ne montre pas la méme sélection conformationnelle. Cette derniére est donc un processus
dépendant strictement de la composition des chaines latérales du péryléne.

Ce projet a nécessité l'utilisation de relativement hautes concentrations de potassium pour que KIT* se
structure (Figure 5.20B), ce qui a présenté un challenge technique intéressant.

5.3.2 Ligands avec des activités anticancéreuses ou antiparasitaires

Dans le cadre de collaboration avec le Pr. Jean Guillon (ARNA, UFR de pharmacie, Bordeaux; Figure 5.21A),
j'ai participé a la caractérisation de l'interaction de petites molécules a visée anticancéreuse ou
antiparasitaire avec des Gé4s, par spectrométrie de masse native et dichroisme circulaire.

J'ai caractérisé avec une série de dérivés 2,9-bis[4-(pyridinylalkylaminométhyl)phényl]-
1,10-phénanthroline ayant des propriétés antiprolifératives contre des lignées cellulaires de leucémie
myéloide humaine (4).

Avec (Master en séjour Erasmus au laboratoire, Padoue, Italie), nous nous sommes
penchés sur I'étude une série de dérivés 2,9-Bis[(aminométhyl)]-4,7-phényl-1,10-phénanthroline pré-
sentant une activité antiprotozoaire contre les parasites Trypanosoma cruzi et Leishmania infantum

(8).

Dans les deux études, nous avons montré que certains de ces dérivés interagissent avec les G4s de
facon modérée (K, de l'ordre du micromolaire) sans établir de lien avec leur propriétés anticancéreuse
ou antiparasitaire. )'ai également encadré et (Master, pharmaciens,
Bordeaux) sur cette thématique.

Plus récemment, avec de la plateforme de spectrométrie de masse de ['lECB, nous avons
étudié des dérivés de phénylquinazolines et phénylquinolines aux propriétés anticancéreuses (210).
Un dérivé m’ayant paru intéressant est 12e, qui se lie avec des affinités de 'ordre du micromolaire
aux G4s des promoteurs BCI2 et c-MYC et de la séquence télomérique humaine (24TTG) (Figure 5.21).
Dans le dernier cas, des complexes avec deux 12e se forment coopérativement (Km =14, Ky, =19
uM), en déplagant l'équilibre conformationnel de 24TTG. L'éjection d’un cation ammonium détecté en
masse (Figure 5.21C) et la signature CD (Figure 5.21D) suggérent la formation d’un G4 antiparalléle a deux
tétrades, ou lintercalation d’un des deux ligands (ce qui est beaucoup moins probable). A Uinverse,
les complexes 1:1 conservent leurs deux cations ammoniums, ce qui indique que ce premier complexe
conserve la topologie originale du G4, mais que celle-ci est peu favorable a l'interaction.
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FIGURE 5.21. A. Jean Guillon et Corinne Buré. B. Structure de 12e. C. Spectre de masse native de 24TTG, BCl2 et c-myc
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12e (M = oligonucléotide monomeérique, L = 12e). D. Spectres CD correspondants.
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5.4 Développement de logiciels open source pour l'analyse de données

L'ensemble de mes contributions open-source sont déposées sur Github : github.com/EricLarGa4.

5.41 Détermination de topologies d’acides nucléiques G4 par spectroscopie UV-vis et dichroisme
circulaire

Dans le cadre d'une collaboration avec J.-L. Mergny (Ecole Polytechnique) et Samir Amrane (ARNA,
INSERM U1212; Figure 5.47), qui a acquis des données spectroscopiques (UV-vis et dichroisme circulaire)
avec Amani Kabbara (doctorante, thése soutenue en 2022), j'ai développé le logiciel Eps2Fold pour
déterminer la topologie de structures d’ADN G4 a relativement haut-débit, par analyse en composantes
principales de CD et de spectres UV (2177). Initialement, ces derniers étaient exploités sous forme
de signatures IDS (Isothermal Difference Spectra), qui sont obtenues par la soustraction de spectres
d’oligonucléotides structurés en G4 (en présence d’un cation comme le potassium) et non-structurés
correspondant (en absence du cation, donc). C'est une version isotherme d’une autre signature plus
couramment utilisée pour détecter la formation d'un G4, ou le spectre “non structuré” est acquis a
haute température d’ot son nom : TDS, pour Thermal Difference Spectra (212).

Lintérét des spectres CD pour étudier la topologie d’acides nucléiques n’est plus a démontrer (213-2176).
Celui de l'IDS, en revanche, est moins évident. Bien que calculé a partir de données pouvant paraitre trés
sommaires, I'IDS contient des informations structurales plus intéressantes qu'il n'y parait et posséde
'avantage, par rapport au TDS, d’étre une technique isotherme. Par exemple, lors de mon postdoctorat
dans l'équipe de J.-L. Mergny, j'avais déja observé que les signatures IDS des conforméres de 222T en
présence de KCl et NaCl différaient, ce qui m'avait permis d’acquérir des cinétiques d’interconversion
du second vers le premier avec de simples spectres UV (37). Grace au faible temps mort de cette
approche, et au controle de la température qu’elle permet, j'avais accédé a l'énergie d’activation de

cette interconversion en mesurant ces cinétiques UV a différentes températures.

Il n’est cependant pas toujours aisé de déterminer la signature IDS d’un échantillon. Les G4s les plus
stables (en particulier les paralléles a courtes boucles) peuvent se former en présences de faibles
concentrations en cations et/ou sont difficiles a dessaler, du fait de leurs excellents K, pour ces cations.
En d’autres termes, le spectre UV acquis en absence de cations ne l'est pas vraiment, et la signature
IDS qui en résulte est erronée. Pour référence, les séquences T95TT et T30177TT sont entiérement
structurées a 5 pM en présence de quantités steechiométriques de potassium (37). Pour parer a ce
probléeme, j'ai décidé de me passer de ce spectres difficile a acquérir expérimentalement, et de plutot
les calculer théoriquement. Pour cela, j'ai développé un algorithme permettant de calculer des spectres
UV théoriques d’ADN non structuré, décrit dans la Section 5.5 (Figure 5.34). J'ai ensuite pu vérifier ce
probléme, et l'intérét du calcul théorique de ces spectres, sur le set de données a ma disposition
(Figure 5.22).

J'ai ensuite développé le programme Eps2Fold permettant le traitement des données UV et CD (im-
port des données, soustraction de blancs, normalisation des données, calcul des signatures, analyse
PCA, clustering), avec lequel nous avons construit une base de données spectrales pour laquelle la

structuration des oligonucléotides a été validée, notamment par RMN (Figure 5.23).
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FIGURE 5.23. Exemples de données spectroscopiques pour les conformeéres les plus classiques. A. Schéma des
structures (bleu : anti, rose : syn, jaune : cytosines). B. Région imino de spectres de RMN "H. C. Spectres
CD. D. Signatures Eps2Fold. C et D sont exprimés en Ac (en M-1cm-1) mais sont des mesures différentes :
C correspond au dichroisme circulaire molaire €, - €, et D a une différence de coefficient d’extinctions

molaires en fonction de la structure €, .cure = Estructure:
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L'analyse en composantes principales et la détermination de clusters m'a amené a explorer les différents
descripteurs structuraux des G4s : enchainements d’angles glycosidiques des guanines (syn ou anti),
de géométries de boucles, ou encore de sillons (Figure 5.24). En particulier, j'ai souhaité trouver
un compromis entre la finesse de la description, sa capacité a décrire les différences observées
expérimentalement, et sa lisibilité.

Ainsi, l'orientation syn/anti des liaisons glycosidiques (GBA) permet une séparation trés fine des
topologies mais est peu lisible (Figure 5.25D). A l'inverse, la séparation classique en topologies paral-
lele/antiparalléle/hybride est trés peu performante, méme en discriminant les antiparalléles chair et
basket, mais trés lisible (Figure 5.25A).

Au-dela du logiciel mise a disposition de la communauté, il est ressorti de cette étude que:

— Une combinaison donnée de géométries de stacking de guanines génére des signatures CD et
Eps2Fold spécifiques, qui peuvent étre résolues avec une granulométrie surprenante. Qualitati-
vement, les tendances sont trés similaires, et le CD intrinséquement plus résolutif.

— Eps2Fold nest pas un remplacement au CD, qui reste plus discriminant, mais peut venir en un com-
plément encore plus rapide et facile a mettre en place. La technique pourrait étre implémentée
dans des expériences de criblage haut débit de Gé4s.

— Linterprétation des signatures Eps2Fold et CD ne doit pas se limiter a une inspection visuelle.
Des changements structuraux discrets peuvent modifier ces signatures de fagcon modeste que
seul un traitement des données systématique et sans biais humain peut détecter.

— Les descripteurs structuraux classiques pour décrire des résultats CD/Eps2Fold sont limités, en
particulier quand ils se basent sur la polarité des brins (comme les topologies) plut6t que sur
les géométries des guanines, puisque ce sont ces derniéres qui expliquent le signal.

— Les descripteurs permettant des granulomeétries fines, comme 'enchainement des GBA, per-
mettent de discriminer efficacement les conformeéres G4s mais sont peu lisibles. Des descripteurs
plus synthétiques, comme les chiralités de tétrades (Figure 5.25B) et les GBA stacks (Figure 5.25C,
ou 'on compte le nombre de stacks différents), présentent des compromis intéressant.

Dans la perspective de nos travaux futurs, nous visons a étendre cette approche a un éventail plus
large de structures secondaires au-dela des G4s, et en explorant aussi les oligonucléotides d’ARN.
En particulier, il sera essentiel d'évaluer la généralisabilité d’Eps2Fold en termes de résolution, ce
qui pourrait nécessiter le développement de descripteurs structuraux adaptés a d'autres motifs de
structures secondaires.

5.4.2 Analyse haut débit et haute précision d’'UV-melting d’acides nucléiques

Les expériences de dénaturation thermique (melting), sont trés couramment utilisées pour estimer la
stabilité des structures secondaires d’acides nucléiques. Ces courbes sont le plus souvent obtenues
avec une détection UV-vis, mais le CD et le FRET sont également frequemment utilisés. Dans tous les
cas, le signal est enregistré en fonction de la température et rend compte de l'état de repliement
intramoléculaire et/ou d’association intermoléculaire des oligonucléotides (Figure 5.26A). Typiquement,

la dénaturation de I'ADN duplex est suivie par I'hyperchromisme qui se produit a 260 nm. D'autres types
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FIGURE 5.24. A. Sens de rotation (horaire (-) ou antihoraire (+)) des tétrades de guanines, définis par la direction
des donneurs vers les accepteurs de liaisons H. B. Schémas des topologies antiparalléle basket (PDB :
143D (42)) et hybride 1 (PDB : 2GKU (44)). Les guanines bleues et roses présentent respectivement des
angles de liaison glycosidique anti et syn. La chiralité des tétrades est notée + ou - selon la définition
du panneau A, en les observant par le dessus et en commencant en 5’ (comme définit par V. Gabelica).
Les boucles présentent des géométries propeller (p), latérale (1) ou diagonale (d), annotées avec + ou -
lorsqu’elles relient les guanines dans un sens horaire ou antihoraire, respectivement, avec l'extrémité
5’ située en bas a droite de la structure (comme définit par M. Webba Da Silva (29)). Les sillons sont
classés comme larges (w), moyens (m) ou étroits (n). C. Représentations linéaires des schémas du
panneau B. D. Résumé des six descripteurs structuraux des topologies 143D et 2GKU du panneau B.
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du descripteur.
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de structures peuvent nécessiter des longueurs d’onde plus spécifiques, par exemple la dénaturation
des G4s est caractérisée par une hypochromie a 295 nm (212).

Dans la plupart des études, l'information quantitative extraite des courbes de dénaturation est la
température de fusion (T, ), cC'est-a-dire la température de dénaturation a mi-transition (Figure 5.26B-D).
Elle peut étre utilisée pour évaluer la stabilité des structures secondaires formées en solution. Elle
permet de classer la stabilité thermique relative de différentes séquences ou d’une seule séquence
dans différentes conditions (pH, force ionique, nature et concentration des cations). Le T, est également
tres utilise comme proxy de 'affinité de complexes d'oligonucléotides avec des ligands, en comparant
les valeurs en présence et absence de ligands. Il ne s'agit pas d'une méthode de mesure directe et
isotherme de l'affinité, mais c’est un moyen simple et populaire de classer les ligands.

En réalité, ces courbes peuvent fournir plus que les seuls T,.. Dans de nombreux cas, il est plus pertinent
de déterminer la fraction structurée/associée 6 a la température d'intérét de l'étude (Figure 5.26E-G).
Il est par exemple possible pour deux oligonucléotides de T,, similaires d’avoir un 6 différent a la
température d'étude, et l'utilisation de la T, peut donc s'avérer simpliste voire erronée. Cependant, la
détermination correcte de T, nécessite de traiter les données afin de déconvoluer les contribution des
la lignes de base non planes (pré et post-transition), qui résultent de la dépendance a la température
des coefficients d’absorbtion molaires (217). Ce traitement de données souffre de sa lenteur et de biais
humains réduisant la précision des résultats, notamment le choix des régions pour la modélisation des
lignes de bases. Plus généralement, ['utilisation de différentes méthodes de déterminationdela T,
meéne a une variabilité importante des résultats (AT, de 1.4°C dans l'exemple de la Figure 5.26). Il est
frequent de voir dans la littérature des valeurs de T, avec un nombre de chiffres significatifs qui ne
sauraient étre compatibles avec la précision expérimentale.

Dans le cadre de 'établissement d’une base de données de G4s (voir Section 5.5, ci-aprés), j'ai été
amené a devoir traiter un grand nombre de meltings pour lesquels je souhaitais avoir une approche
la plus standardisée possible. La période de confinement consécutive a la pandémie de COVID a été
propice au développement d’un algorithme permettant un traitement rapide et semi-automatisé de
ces données. Cette approche a été intégrée a un logiciel nous ayant permis de construire la base de
données (218). Devant l'intérét de certains collégues pour ces fonctionnalités, j'ai finalement décidé de
développer un logiciel dédié, et open-source, meltR.

En plus des méthodes usuelles, une approche basée sur la modélisation thermodynamique non biaisée
des données a été développée (Figure 5.26H), et comparée aux autre méthodes (Figure 5.27).

Le modéle repose sur l'expression des coefficients d’extinction &, comme la somme des contributions
des formes structurées (folded, F) et non-structurées (unfolded, U), pondérées par leurs abondances
relatives (Equation 5.1).

& = 85 x 0+ Eg x(1-6;) (51)

[F]
[FIIUT" ’ ’
une constante d’'équilibre K, 6 peut étre exprimé par 'Equation 5.2, qui méne a 'Equation 5.3.

La fraction foldée est définie par 0 = En considérant un modeéle simple a deux états F < U ayant
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FIGURE 5.26. Méthode de traitement des données de dénaturation thermique, illustrées avec les données brutes

du panneau A (22GT, courbe de refroidissement). B. Intersection de A

orm = 0-5 (vert) avec la courbe

d’absorbance normalisée a [0;1]. C. Maximum de la dérivée premiére dA/dT. D. Intersection de la
médiane (vert) des lignes de bases avec la courbe d’absorbance brute (lignes de base a basse tempé-
rature en orange et a haute température en bleu obtenues par régression linéaire). E. Maximum de la
dérivée premiére de la fraction structurée par la température d6/dT. F. Comme E mais par l'inverse de
la température d6/dT™". G. Intersection a 0.5 de la fraction structurée 0. H. Régression non-linéaire
des données brutes avec un modéle thermodynamique.

127



Chapitre 5 Thémes de recherche a ['Université de Bordeaux : résultats et perspectives

DK33 22AG
) em
45 4 ¢ 54 4 L4
T
oR o
o'e
5]
434 ﬁ 52 1 o om ¢ o o °
o m om o )
A .
ole -
42 4 i 514
¢ o omo © ®
o 5} .
o < o
) [S)
22GT DK66
tH 1
54.0 1) 2
o 591
T
°
© 535 o ° omo t
2 °
@ ° 7Y
hae o
g A ot o 574 o
53.0 A
IS — 5] Er<> A
9 oo A
)] v I
£ ° g Lo
= o
D 5251 o ° A 55 4 N
s oo 5N T o
[S)
52.0 1 l °
531
26TTA T30177-TT
76
on ¢
614
s
. o |®
594 OJ; & © ° T Y 8 PN %
[
$ o o |
2@2 = S !
58 1 o % [
=G : L L
731
o) © e} °
57 1
om
. o 2 S > 2 < oS < ~ & > ?:\
S ?kb e&’b §3\b X 8\ 0&0 A Q@o\ @ob b?xb @6\'0 @b g 6\ 0@0 A q&o‘ é\ob
o & % R & 2 Q] < < % & & ) Fe
N < 3 Q < s &
) © o ©

Operator © A 0 B ¢ C A none
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-

(5.2)

—_
+
=

1,0, K

Tk T Tk (53)

£ =

(%]
™

el et €V peuvent étre modélisés comme des fonctions linéaires de la température (Equation 5.4), ol a
est la pente et b 'ordonnée a l'origine de ces lignes de base :

K

_ F F u U
ET-(aT+b)x1+K+(a T+b)x1+K (5.4)
K est exprimé dans 'Equation 5.5 par des quantités thermodynamiques d'intérét.
-RTInK = AG® = AH® - TAS® (5.5)

Les éventuels changement de capacité thermique dans la gamme de températures étudiée n'ont pas
été pris en compte ici, car cela a mené a des sur-paramétrisations du modéle. A la température de
melting, 'Equation 5.6 méne aux Equations 5.7 et 5.8.

0 _ AHO 0 _
AGY = AH® - TASY =0 (5.6)
AH®
ASY = —= (5.7)
Tm
AG® = AHO (1 - i) (5.8)
Tm
. R L H(1-7- e
Finalement, K peut étre exprimé par exp(—T’”) ce qui mene a 'Equation 5.9 :
( AHO(‘I—TL))
_(AF F 1 U U eXpt- %7
A;=(a'T +b") x Py +(a”T + b") x Y (5.9)
1+ exp(—T’”) 1+exp(- Fra

meltR est disponible en ligne et permet de :

— Déterminer les températures de melting et paramétres thermodynamiques sans biais de ['opéra-
teur,

— Déterminer les fractions structurées aux températures souhaitées,

— Analyser les courbes de chauffage et refroidissement indépendamment, afin de détecter d’éven-
tuelles cinétiques lentes d'association/repliement,

— Automatiser toutes les étapes de l'analyse pour réduire les erreurs, accélérer et réduire la

pénibilité du processus. Une dizaine d'échantillons peut étre traitée en quelques secondes,
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— Visualiser le résultat d'un traitement de données classique, par soustraction des lignes de base,
en tenant compte de l'incertitude sur la détermination de ces lignes de bases. Plutot que de
considérer des régions discrétes et uniques pour chaque ligne de base, on entre plutot des
gammes possibles de régression. meltR permet ensuite de simuler un trés grand nombre de lignes
de bases dans ces régions, ce qui génére des distributions de T, et 6. Cela permet d'illustrer
visuellement les biais d’opérateur, ce qui a, @ minima, une valeur ajoutée pédagogique. La
Figure 5.28 montre les différences entre 1000 couples de lignes de bases pour trois réplicats de
deux rampes de la dénaturation de 22AG, ce qui entraine des différences significatives de T,
comme illustrées Figure 5.29.

cooling heating
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FIGURE 5.28. Traitement de données d'UV-melting par la méthode tenant compte des lignes de bases, pour trois
réplicats d’'une expérience a deux rampes (refroidissement puis chauffe), sur U'oligonucléotide 22AG.
1000 couples de lignes de base ont été générés a partir d’'un set d’'autant de régions sur lesquelles les
régressions linéaires ont été effectuées. L'intersection des médianes correspondantes (en pointillés)
génére 1000 T, illustrant la potentielle variabilité inter-opérateur.
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FIGURE 5.29. Distribution des différences de T mesurées pour quatre oligonucléotides (groupés par réplicat et
rampe) relatives a leur T_ moyenne. Ces différences augmentent généralement pour les espéces
particulierement stables ou instables, pour lesquelles la transition est proche des limites haute ou
basse de la gamme de température explorée. Dans ces cas de figure, les régressions linéaires doivent
étre faites sur de petites régions, ce qui génére de l'erreur.
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J'ai encadré plusieurs étudiants pour la génération de données expérimentales et le test du logiciel
afin d’en estimer les performances : (Licence, Bordeaux) : (DEUST,
Bordeaux), et (Licence, Bordeaux).

Lunique perspective de ce projet est de le publier. S'il ne révolutionnera pas la biophysique des
oligonucléotides, il constitue un outil pratique pour la communauteé.

5.4.3 Spectrométrie de masse native d’acides nucléiques

Comme je l'ai brievement exposé dans le chapitre Chapitre 4, 'THDX/MS est une méthode de plus en
plus utilisée pour étudier la dynamique structurale et l'interaction des protéines, généralement avec
une approche bottom-up ([Figure 4.2). Cette approche génére une grande quantité de données, dont le
traitement est long et pénible.

Par conséquent, de nombreux logiciels ont été développés pour faciliter le traitement des données
brutes HDX/MS (détection et identification des peptides, détermination de leur teneur en deutérium,
modélisation et ajustement de la distribution isotopique) (2719-229), le post-traitement (comparaison
de la deutération entre les échantillons, évaluation de la signification statistique) et la visualisation
(222, 225, 230-240).

Nous l'avons vu, j'ai lancé des travaux visant a démontrer que 'HDX/MS est également une excellente
méthode pour étudier les structures secondaires d’acides nucléiques (Section 5.2.1) (6, 152). Contraire-
ment a l'approche standard utilisée pour les protéines, cette méthode ne nécessite pas d’étapes de
quenching ou de dénaturation, ni de séparation chromatographique. Pour rappel, deux techniques
ont été développées : i) mesure en temps réel de ['échange (RT-HDX), ot chaque scan correspond a un
moment précis de déutération et ii) mélange en flux continu (CF-HDX; Figure 5.3C) ol tous les scans MS
d’'une configuration donnée correspondent au méme temps de déutération. Ces méthodes offrent plu-
sieurs avantages : compatibilité avec des conditions natives, séparation de mélanges conformationnels
par masse et structure, réduction du nombre d’analytes par injection tout en augmentant le nombre
de points pour chaque cinétique (généralement une vingtaine contre, 4-5 en bottom-up). Cependant,
ces approches présentent des défis spécifiques, notamment le besoin de calculer des enveloppes
isotopiques théoriques pour les analytes d’ADN, dont les sites échangeables difféerent de ceux des
peptides. De plus, il est nécessaire de prendre en compte les interactions non covalentes avec des

cations et des molécules organiques, qui peuvent d'ailleurs aussi contenir des sites échangeables.

Pour répondre a ces exigences, j'ai développé une application open-source nommée OligoR (5). Cette
application, codée en R, est congue pour traiter les données brutes de HDX/MS des oligonucléotides,
allant de l'importation des données brutes de spectrométrie de masse a la génération de figures pour
publication, en passant par la détermination des centroides et le calcul de la deutération (Figure 5.30).

OligoR permet également de déterminer le nombre de sites échangeable d'un oligonucléotide, le calcul
de distributions isotopiques d'oligonucléotides et de leurs complexes directement a partir de leurs
séquences et/ou formules brutes (Figure 5.31A, D), et la déconvolution des distributions bimodales
(Figure 5.32), ce qui est crucial pour I'analyse des cinétiques d’échange et des constantes d’'équilibre

sous-jacentes que nous avons exploitées ci-avant (Section 5.2.1.2). Finalement, OligoR peut étre utilisé
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pour l'automatisation du traitement de données de titrations et cinétiques de complexations en
spectrométrie de masse native (Figure 5.31E, F).
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FIGURE 5.30. Flux de travail dans OligoR avec les principaux paramétres et les visualisations de résultats. Les don-
nées en entrée sont représentées en marron; les données en pointillés sont des données prétraitées
exportées sous forme de fichier .xlsx lors d’une session précédente. Les données HDX traitées sont
composeées de deux fichiers (spectres MS sélectionnés et déconvolués). Les figures ont été générées
avec OligoR a partir des données d’HDX/MS du G4 télomérique humain 23TAG et de la cinétique
d’interaction du K* avec ce méme Ga4.

Au coeur de ce logiciel se trouvent des calculs simples, validés notamment par notre premiére publi-
cation sur le sujet (152). Ainsi, le nombre de sites échangeables d'un oligonucléotide est donné par
I'Equation 5.10.

NX =3xny:+2x(Ng,+ny)+ Ny, (5.10)

La convolution de la distribution en deutérons, qui suit la loi binomiale (752), et de la distribution
isotopique naturelle, est implémentée en utilisant une transformation de Fourier rapide (241).

Les centroides au temps d'incubation t, calculées comme la moyenne des m/z pondérée par leurs
intensités, sont converties en nombre de sites non-échangés NUS en tenant compte du centroide de
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FIGURE 5.31. Exemples d'utilisation d’OligoR. A gauche : expérience CF-HDX d'un complexe 23TAG-PhenDC3 en
présence de 23TAG libre, séparés en masse. A. Détermination empirique du centroide de référence
entiérement échangé (ligne bleue) et comparaison avec la théorie (ligne et points orange) pour le
complexe 23TAG-PhenDC3 (C, H,,,0,,,N, ,P,,K,, Z = 4- avec 51 protons échangeables, 9%D). B. Spectres
de masse collectés pour le 23TAG et le 23TAG-PhenDC3 pour différents points de temps de mélange. La
sélection automatisée des pics est illustrée par des points roses. C. Cinétique d'échange apparente
correspondante (points) et régression non linéaire avec U'Equation 5.12 (lignes). A droite : Expérience
RT-HDX acquise pendant 90 minutes (temps mort : 40 s). D. Identique a A pour T30177-TT liant deux
K" (C00H5300410N;, P1g K, Z = 4- avec 43 protons échangeables, 9%D). E. Calculs des centroides pour
chacun des 3867 scans. F. Cinétique d’échange apparente correspondante pour chaque scan (points)

et régression non linéaire avec l'Equation 5.12 (lignes).
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l'oligonucléotide entiérement échangé m/z_, de l'état de charge z, des proportions de deutérium en
solution avant (DC,) et aprés (DC,) et des masses atomiques des isotopes (Equation 5.11).

(m/z,-m/z)x|z|)
NUS, = €.~ DC_ym—m) (511)

Les cinétiques d'échanges sont ensuite modélisées avec le nombre minimales de décroissances expo-
nentielles (généralement une par ordre de grandeur de temps d’incubation), en utilisant l'Equation 5.12,
ou N; et k; sont le nombre de sites et la constante de vitesse de la décroissante i.

j
NUS, = NUS_ + > (N, x e™t) (512)

La déconvolution de distributions isotopiques est 'innovation la plus importante de ce travail. Plutot
que de se reposer sur l'utilisation de Gaussienne comme certains logiciels pour I'analyse de données
HDX/MS de protéines, j'ai ici implémenté une optimisation tirant partie de la capacité d'OligoR a
calculer des distributions isotopiques deutérées. Lalgorithme minimise la différence d'intensité des
pics | entre les distributions calculées (model) et expérimentales (exp) en modifiant la deutération de
l'oligonucléotide (Equation 5.13).

2
S-= ZAI, | = Z(Imode, Laxo(iy) (513)

Pour des distributions multimodales, l'optimisation est réalisée en ajustant la deutération des dis-
tributions calculées j a partir desquelles une seule intensité totale pour chaque pic est calculée
(Equation 5.14).

n

blmodal (ij) Z model(i,j) ) (514)
(=1

La beauté de cette approche est que seule des distributions physiquement possibles peuvent étre
généreées, car les calculs sont bornés par les quantités de deutérium expérimentales et dépendent
directement de la séquence de l'analyte. Seuls des résultats réalistes peuvent donc étre obtenus. En
outre, comme la largeur des distributions est fixe pour une séquence et une deutération donnée, ce
que reflete parfaitement OligoR, il est possible de détecter des distributions “cachées”, c'est a dire
deux distributions partiellement superposées qui apparaissent comme unique (voir les panneaux du
bas de la Figure 5.32).

A linverse, dans les cas ol une seule population est suffisante, les distributions bimodales vont tout
de méme donner de meilleurs résultats (entendre un RSS plus faible) en raison du plus grand nombre
de paramétres. Cela générerait des faux positifs. Pour parer a cela, OligoR identifie automatiquement

le modéle statistiquement meilleur par le calcul de la valeur p de la statistique F,” définie dans

2. Lhypothése nulle est que le modéle bimodal n'explique pas mieux la variance que le modéle monomodal
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I'Equation 5.15, ot df est le degré de liberté et mono et bi se référent aux modéles mono- et bimodaux,
respectivement (Figure 5.32).

RSS 10no~RSSpi

RSSy;
dfmono_dfbi
dfpi

F = (5.15)

Le développement du logiciel est pour le moment stoppé puisqu'il est fonctionnel et répond pleinement
a nos besoins. Dans un futur proche, il sera nécessaire d’intégrer le traitement de données HDX-
MS/MS pour assurer l'identification des fragments, la modélisation de leurs distributions isotopiques
théoriques, la détermination de leur deutération en fonction du temps, et 'exploitation des cinétiques
qui en résultent.

5.5 Base de données d’acides nucléiques G-quadruplexes

Les séquences d’ADN riches en guanine peuvent former des Gas (15, 243-249), et ces G4s ont une
facheuse tendance a adopter une variété de conformations en équilibre dynamique (7, 25, 30, 144,
250). Cet équilibre est fragile. En particulier, il peut étre facilement déplacé en changeant la nature
et la concentration en sels (37). Le lecteur ayant fait 'effort d’atteindre cette page du manuscrit est

certainement convaincu de tout cela.

Ce qui n’a pas vraiment été évoqué, et ce n'est pas un point de détail pour l'analyste, c'est que la
forte dépendance de ces équilibres conformationnels aux conditions expérimentales rend difficile la
comparaison de résultats obtenus avec différentes techniques analytiques. Dans le cas particulier de
la spectrométrie de masse native, dont il est beaucoup question ici, l'utilisation de KCl, non volatil, est
limité a des concentrations beaucoup plus faibles qu’en conditions physiologiques. La concentration
de référence pour les études de I'équipe de V. Gabelica est de 1 mM KCl, dans un tampon TMAA (100
mM) (24), méme si nous avons occasionnellement infusé des solutions plus salées mais toujours de
l'ordre du millimolaire (Section 5.3.1.2) (7). Ces concentrations sont deux ordres de grandeur inférieures
a celles utilisées dans nombre de méthodes classiques pour étudier les structures et interactions
de G4s (UV/Fluorescence/CD/FRET(-melting), RMN, SPR, ITC et bien d’autres), qui reflétent mieux les
conditions physiologiques. Cela est problématique pour Uinterprétation structurale des résultats de
masse native, pour laquelle on est en droit de se demander si les conformeéres formés sont les mémes

que ceux déposés dans la PDB.

Nous avons donc souhaité établir une base de données de séquences formant des G4s, pour lesquelles
il est établi que leurs structures dans le tampon “Native MS” (100 mM TMAA + 1 mM KCl) correspond
a celles de référence, c’est a dire résolues par RMN et déposée dans la PDB (26). Pour cela, Anirban
Ghosh, un postdoctorant de I'équipe (désormais Senior Staff Scientist au CEITEC, République Tchéque),
a fait l'acquisition des spectres de spectrométrie de masse native, de RMN du proton, de spectroscopie
CD, et les courbes de dénaturation thermiques (par UV) en conditions Native MS et de référence

(dépendantes des conditions expérimentales reportées dans la PDB). Le but a ensuite été de sélectionner
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FIGURE 5.32. Exemple de modélisation de distributions isotopiques avec OligoR sur des distributions monomodales
et bimodales, pour trois oligonucléotides (z = 4, K* = 2) et six temps d'incubation (en secondes, au-
dessus des panneaux). Les données expérimentales sont en gris (peak picking en bleu), le fit global en
orange, et les populations individuelles en vert et violet. Les lignes verticales en pointillés indiquent la
position de leurs centroides respectifs. Dans le cas de 23TAG, l'abondance de la population isotopique
fortement échangée augmente, ce qui suggére la présence d’une cinétique EX1 (5, 6, 224, 242). Au
contraire, il n'y a pas de changement dans les abondances des populations isotopiques du VEGF, de
sorte que la distribution bimodale résulte probablement de conformations distinctes en solution.
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les séquences ayant des spectres RMN et CD similaires dans ces deux conditions (Figure 5.33), puis de

publier une base de données comprenant l'ensemble de ces données expérimentales.
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FIGURE 5.33. Exemples de spectres CD, RMN et de masse native pour dix oligonucléotides de la base de données.

Les courbes CD sont colorées par concentration en KCl (vert : ~ 100 mM, rouge : 1 mM, bleu : 0).

Mes services ont été requis pour le mettre en place un traitement des données automatisé, fournissant

des figures normées, et pour la mise en place de la base de données en ligne. Des activités dont je me

suis principalement acquittées pendant le confinement, et qui ont également été le point de départ de
meltR (Section 5.4.2).

Pour le traitement de données, j'ai développé une interface Shiny en R intégrant plusieurs fonctionnali-

tés :

— Filtre des données par nom de la séquence, séquence, topologie, tampon, sel

— Attribution des pics des spectres de masse (automatisée) et de "H-RMN (manuel)

— Calcul des coefficients d’extinction molaire a 260 nm ¢, - des oligonucléotides, par la méthode
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de Tataurov et al. (257), c’est a partir de leur séquence et de I'Equation 5.16, ol g; est le coeffi-
cient du nucléotide i, € i celui du doublet de nucléotide en position i;i + 1 et N, le nombre
total de nucléotides. C'est cet algorithme que j'ai ensuite utilisé pour le projet Eps2Fold décrit
en Section 5.4.1. Le logiciel associé dispose d'un onglet dédié pour le calcul des coefficients
d’extinctions molaires (et de spectres d’absorbance) a partir de séquences oligonucléotidiques
(Figure 5.34).



5.5 Base de données d’acides nucléiques G-quadruplexes

Np-1

Np-1
€260nm = Z &1 ™ Z & (5.16)
i=1 i=2

— Correction du blanc, des lignes de base, et conversion en ellipticités molaires As (M"cm™) des
données CD 6 (mdeg) avec 'Equation 5.17, ot C et [ sont la concentration molaire et la longueur
du trajet optique, respectivement.

6
32980 x C x |

— Détermination des fractions structurées et des T, a partir des courbes de dénaturation thermique,
avec I'Equation 5.9. Il s'agit de 'embryon de ce qui deviendra meltR (Section 5.4.2).
— Réduction du bruit expérimental des spectres de masse

Ae (517)

— Lecture/écriture de bases de données. La version finale est disponible sur Zenodo (218).
— Geénération automatisée des figures et rapports disponibles en ligne.
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FIGURE 5.34. Copie d’écran du calculateur de spectres UV et coefficients d’extinction molaire intégré a Eps2Fold.

Au final, 28 séquences ont été retenues. La base de données g4dbr est disponible en ligne (Figure 5.35) et
est utilisée, a minima par les membres de l'équipe. Plus de 7000 utilisateurs uniques se sont connectés
du monde entier depuis sa mise en ligne.® Surtout, elle nous a permis de plus facilement et rapidement
rationaliser nos travaux en termes de structure. Un exemple récent d'utilisation de cette base de
données est présenté en Section 5.3.1.1.

3. Top 10 : Chine, USA, France, Japon, Italie, Inde, Singapour, Royaume-Uni, Allemagne, République Tchéque. Il est intéressant
de voir que 'on retrouve des pays avec de petites populations mais actives dans la communauté G4.
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Display Al + FILTERS COPY CSV EXCEL PDF Sz

2Hys  HEH Human telomere DNA AAAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGAA 26 hybrid El
quadruplex structure in K+
solution hybrid-1 form

2Pz BEB Human telomere DNA TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT 26 hybrid 3
quadruplex structure in K+
solution hybrid-2 form

FIGURE 5.35. Copie d'écran de g4dbr (https://ericlarga.github.io/G4_database.html)

5.6 Mécanique quantique et moléculaire de biomolécules

5.6.1 Contexte

La thématique la plus récente que j'ai abordée, et la premiére initiée dans I'équipe PRISM, est l'im-
plémentation de calculs de dynamiques moléculaires (MD) de structures d’acides nucléiques non
canoniques, avec deux objectifs. Le premier, celui qui a amené l'énergie d’activation nécessaire a
Uinitiation de ce travail, est ['utilisation de dynamiques moléculaires contraintes (rMD), par les données
RMN, comme derniére étape dans la résolution de structures d'acides nucléiques par RMN, avant dépot
sur la PDB. Le second objectif est ['utilisation de MD pour mieux comprendre, ou anticiper, des résultats
expérimentaux. En particulier, je présente dans ce document des applications sur des complexes
G4/petites molécules (Sections 5.3.111, ci-avant, et 5.6.4).

In fine, ces calculs de dynamique moléculaire ont nécessité la mise en place de calculs de mécanique
quantique (QM), notamment pour dériver des paramétres modifiés de champs de force adaptés aux
petites molécules et autres résidus non standards. D’autres utilisations de calculs QM incluent l'explo-
ration de conformations de petites molécules (illustrer dans la Section 5.3.1.1), et I'étude d’interactions
non-covalentes entre des nucléobases et des dérivés phényles servant de ligands de phase stationnaire
chromatographique (Section 5.6.5).

Je me suis donc attaché a mettre en place des processus de calcul (Section 5.6.2) et de traitements
de données (Section 5.6.2.2) aussi rapides et automatisés que possible, et pouvant tenir compte de
contraintes RMN ou non. Le titre de ce manuscrit mentionne des structures non canoniques; on abordera
en fait deux aspects distincts :

— Les structures secondaires bizarres, sans se limiter aux Gas. J'illustrerai cela avec l'exemple de la
résolution de la structure d’'un complexe aptamére d’ADN RKEC1-dopamine (Section 5.6.3)

— Les modifications de structures primaires, a l'image de ce que j'avais fait lors de mon séjour
postdoctoral a l'Université de Colombie Britannique (Chapitre 2). C'est pour cette application
que j'ai ajouté des calculs de QM en amont du flux MD. J'ai ainsi travaillé sur des doubles hélices
hybrides ADN/ARN, dans lesquelles une des dT est modifiée en 2’ par un hexose lié par une
courte chaine. Je ne présente pas ici ces résultats non publiés, mais ceux d’autres applications
auxquelles j'ai étendu cette méthodologie (Sections 5.3.1.1, 5.6.5, 5.6.4).
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J'ai également travaillé sur des structures de protéines, que j'élude ici.”

5.6.2 Implémentation GPU, automatisation et analyse de simulations MD

Les calculs de MD ont été effectués avec la suite logiciel Amber, en utilisant des champs de force...
Amber. En réalité, le flux de travail que j'ai implémenté implique ['utilisation de plusieurs logiciels,
certains inclus dans la suite Amber (Antechamber, Leap, pmemd, ccptraj) et d’autres non, notamment
pour les calculs de QM en amont (Orca, Multifwn), la visualisation et modifications des structures
(PyMOL), les scripts de calculs et visualisation des résultats (R, Python), et la génération de rapports
d’analyse interactifs, robustes et reproductibles (Quarto) (Figure 5.36).

5.6.2.1 Implémentation sur GPU

Les systémes présentés ici sont composés d’une ou plusieurs chaines ADN ou ARN (ou protéique)
comprenant plusieurs dizaines de résidus. Ils doivent étre simulés dans un solvant explicite et en
présence de sels, impliquant la présence de plusieurs dizaines de milliers d’'atomes (~ 40 000 pour le
complexe RKEC1-dopamine). Pour des calculs de trajectoires courtes (de l'ordre de 10 ns), ce qui est
suffisant pour un dépot de structure sur la PDB, les calculs de rMD peuvent conceptuellement étre
effectués sur un CPU d'ordinateur de bureau. Par exemple, avec mon CPU 13th gen Intel Core i7-
13700 2.10 GHz, le complexe RKECI-dopamine est simulé avec des vitesses de l'ordre de la nanoseconde
par jour de calcul. Plusieurs calculs peuvent étre facilement lancés en paralléle en allouant un coeur
CPU par structure, ce qui m'a permis de générer 15 structures en une dizaine de jours.

Le calcul sur un CPU au laboratoire est donc possible mais lent. Pour des trajectoires de l'ordre de
la microseconde, plus conformes a l'état de l'art pour étudier des dynamiques (253, 254), l'utilisation
de CPU grand public est irréaliste.” Fort heureusement, Amber bénéficie d’'une implémentation CUDA
qui permet des calculs bien plus rapides sur processeur graphique (GPU). J'ai donc installé cette
implémentation sur les serveurs de calculs DOREMI CALI v3 du Mésocentre de Calcul Intensif Aquitain
de l'Université de Bordeaux. Cela me permet d’effectuer les étapes de dynamique moléculaire avec
le module pmemd. cuda (v. 18.0.0) d’AMBER (253-255), sur un GPU NVIDIA H100 PCIe Tensor core GPU
(version CUDA 12.4) qui, pour le systéme RKEC1-dopamine, simule environ 400 ns par jour (Figure 5.37).
Pour les étapes de minimisation, peu coliteuses, je privilégie les calculs sur CPU, avec des codes en
double précision. En effet, les GPUs reposent souvent sur un modéle a précision fixe située entre la
simple et la double précision, et il est possible que des forces extrémement élevées (par exemple celles
résultant de clash atomiques, en particulier en début de calcul) provoquent des dépassements dans
les calculs a virgule flottante (252). Tous les calculs de QM sont également implémentés sur CPU.

4. Papier soumis (et pas encore rejeté), a Science, avec Cameron Mackereth, en collaboration avec Yvan Huc, qui est le porteur
de ce projet.
5. Il faudrait 2 ans et 9 mois pour une seule simulation d’une microseconde sur mon CPU de bureau.
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FIGURE 5.36. Flux de données pour les expériences de dynamique moléculaire avec Amber24, pouvant tenir compte
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de i. contraintes RMN et ii. modifications non-canoniques et ligands. Les coordonnées en entrées
peuvent étre le résultat de calculs consécutifs a des expériences RMN, ou tout autre source (pdb,
structure “dessinées” manuellement). Aprés nettoyage de la structure dans PyMOL, les coordonnées
peuvent étres préparées dans Leap, ou les champs de force ad hoc, le modéle de solvatation et les
ions sont ajoutés. Le nombre de ces derniers doit permettre de neutraliser les charges des acides
nucléiques. Pour ajuster la force ionique, les calculs de nombre de cations et anions a ajouter par
les méthodes SPLIT/SLTCAP ont été implémentés dans R. Dans le cas de modification des acides
nucléiques, ou de ligands non décrits dans les champs de force d’acides nucléiques (OL21, OL3), des
modifications au champs de force doivent étre importées dans Leap. Pour cela, la modification est
isolée dans PyMOL, coiffée par des atomes permettant de correctement simuler son environnement
chimique, si nécessaire, puis sa géomeétrie est optimisée par mécanique quantique, ici dans le logiciel
ORCA. Apreés calcul de 'énergie de la structure optimisée et convertie en .molden, les charges partielles
des atomes sont calculées par la méthode RESP2 implémentée dans le logiciel Multifwn. Un fichier
de charges partielles compatible avec Amber est généré avec Antechamber, puis les charges y sont
substituées par les charges RESP2. Enfin, prepgen et parmchk2 sont utilisés pour généreés les fichiers
permettant a Leap de lire les modifications et de les implémenter pour les atomes de la modification,
sans importer les atomes de la coiffe, comme défini dans le fichier .mc. Les fichiers de topologies
et coordonnées générés dans Leap sont soumis aux différentes étapes de dynamique moléculaire
avec pmemd. Une préparation robuste du systéme en 10 étapes (ici présentée de facon simplifiée) a été
implémentée a partir du protocole de Roe et Brooks (252). Les étapes de relaxation et production MD
utilise l'implémentation CUDA de pmemd que j'ai installé sur les serveurs de calculs DOREMI CALI v3
du Mésocentre de Calcul Intensif Aquitain de l'Université de Bordeaux. Les étapes de minimisation
sont faites sur CPU a double précision pour éviter des overflow numériques si les forces mises en jeu
sont élevées. Pour l'application de contraintes RMN, le fichier initial les décrivant est converti dans un
format Amber via un script R, pour générer un fichier a 8 colonnes qui peut étre lu et converti par le
module pmemd au format Amber. Aprés production, une minimisation finale peut étre effectuée si un
ensemble doit étre produit. Un pré-traitement des trajectoires est effectué en C++ avec cpptraj, puis
les coordonnées finales sont converties en fichier pdb dans PyMOL. Les figures sont enfin générées
avec des scripts Python et R dans un notebook Quarto permettant d’automatiser le traitement, la
visualisation et la publication des données.
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for the study of DNA aptamer structures
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in absence of restraints.

Different conformations of
The amino group binds different bases during the simulation

Sugar puckers (an angle) can evolve if
corresponding nucleotides change configuration

FIGURE 5.37. Poster présenté aux Journées Calcul et Données 2024
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5.6.2.2 Analyse semi-automatisée des structures et trajectoires

Les trajectoires de MD géneérent des fichiers volumineux contenant une grande quantité d’informa-
tions exploitables. En aval de mon flux de production standardisé, j'ai développé une approche semi-
automatisée pour le traitement et I'analyse de ces données. Compte tenu de la taille importante des
fichiers, le flux d’analyse repose premiérement sur des scripts que j'ai écris pour le programme cpptraj,
écrit en C++ et beaucoup plus performant que les langages interprétés effectuant les calculs en mémoire,
tels que R ou Python (Figure 5.36). Cette approche permet de générer des fichiers de trajectoire beau-
coup moins lourds (par exemple sans solvant) et de calculer de nombreux paramétres diagnostiques
(RMSD, respect des contraintes RMN) et analytiques (distances interatomiques, angles diédres, etc.).
Dans un second temps, je poursuis les calculs et produis les figures avec une combinaison de scripts
R et Python (en particulier pour automatiser la production de figures dans PyMOL). Finalement, la
production de rapports d’analyse automatisée avec Quarto est également garante de la robustesse de
'approche, et permet également l'inclusion d'éléments dynamiques et interactifs. Par exemple, pour la
visualisation des trajectoires et structures, j'utilise Mol", un ensemble d’outils logiciels open source,
accessible via le web (256). Un exemple de rapport pour le systéme RKEC1-dopamine décrit ci-aprés est

disponible en ligne.®

5.6.3 Exemple d’'un complexe aptamére d’ADN RKEC1-dopamine

5.6.31 Contexte

L'équipe de Phillip Johnson (York University, Toronto, Canada) étudie des structures d’ARN et leurs
complexes avec des protéines en combinant la RMN avec des techniques de biologie moléculaire et
biophysique. Récemment, Phillip s'est intéressé aux structures d'aptameéres, dont on connait souvent
peu. Les publications dans lesquelles sont décrites la sélection de ces séquences ne présentent géné-
ralement que des structures dans le plan, déterminées par mFold, et pas nécessairement correctes
(Figure 5.38). Hors, les aptameéres sont souvent utilisés comme biocapteurs, ce qui requiert de com-
prendre les mécanismes d’interactions avec leur cible. Dans ce contexte, Phillip collabore avec notre
équipe pour caractériser des aptaméres d’intérét, comme RKEC1 qui se lie a la dopamine (257).

5.6.3.2 Préparation du systéme

Cameron Mackereth m'a fourni un set de 20 coordonnées du complexe RKEC1-dopamine, calculées
dans ARIA par simulated annealing a partir de données RMN qu’il avait acquises (Figure 5.39A). De ces
expeériences, il a également déterminé des contraintes de distances. Le but pour moi était de mettre en
place des calculs de rMD pour le dép6t de ces structures (nous en garderons 15) dans la PDB,’ mais
aussi pour que ce flux de travail soit réutilisable dans le futur pour d'autres systémes. Les grandes
étapes ont été les suivantes :

6. https://ericlargs.github.io/Dopamine
7. https://www.rcsb.org/structure/unreleased/9HIO
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FIGURE 5.38. Structure secondaire, incorrecte, publiée de 'aptamére de la dopamine (gauche, (258)) et dopamine
(droite).

1. Conversion des contraintes RMN du format ARIA vers un format a 8 colonnes, lisible par Amber,
a l'aide d'un script R que j'ai développé. La fonction makeDIST_RST d’Amber a ensuite permis
de générer le fichier de contrainte pour les simulations. De plus, un fichier de mapping a été
préparé pour définir des noms communs pour les groupes de protons partageant une contrainte
donnée (par exemple, les 3 atomes d’hydrogéne du méthyl d’'une thymine). Cette étape peut
paraitre triviale, mais sa semi-automatisation est garante de sa robustesse et un gain de temps
significatif. Elle est également essentielle pour que la simulation ait lieu en tenant compte des
données expérimentales. La figure Figure 5.39B illustre I'exhaustivité de ces contraintes.

2. Préparation du systéme a l'aide du programme leap de la suite Amber24 (259).

a. Utilisation de champ de force OL21 pour I'’ADN, OL3 pour I'’ARN (non utilisé pour le complexe de
dopamine), complété par le champs de force général d’Amber pour les molécules organiques
(GAFF; version 1.81), utile pour décrire les potentiels interatomiques des petites molécules
(262). Dans la plupart des cas, je ne me suis pas limité a GAFF et ai dérivé moi-méme, par QM,
les paramétres de champs de force des petites molécules et résidus modifiés.

b. Solvation explicite dans une boite octaédrique tronquée de molécules d’eau, en utilisant
le modéle OPC avec les paramétres ad hoc Li/Merz des ions (ensemble 12-6) (264), avec un
minimum de 14 A entre le soluté et le bord de la boite (Figure 5.39C). J'ai opté pour le modéle
a 4 points OPC, plus coliteux que les modéles a 3 points classiquement utilisés comme TIP3P,
car il reproduit de maniére plus fidéle les propriétés thermodynamiques et structurales de
leau liquide (densité, constante diélectrique), offrant ainsi une description plus réaliste des
effets du solvant.

c. Neutralisation des charges et ajustement de la force ionique : pour le complexe de dopamine,
j'ai souhaité simuler une solution contenant 140 mM de NacCl, pour mieux refléter les conditions
de SELEX dans lesquelles 'aptameére a été sélectionné. Pour cela, j'ai utilisé la méthode SLTCAP
(265), dans laquelle les nombres d'ions requis (N, ; ici 35 Na* et 10 Cl") sont déterminés avec
I'Equation 518, simplifiée par Machado and Pantano en 'Equation 5.19, ot v,, est le volume

d’eau de la boite de simulation (environ 3x10° A3 ici) en unités réduites, ¢, la concentration en
NWxCO
555 !
la boite (ici, environ 9 x 10*) (266). Un point important ici est que la méthode SPLIT décrite

sel, Q la charge du systéme (ici, 25), et N, = avec N, le nombre de molécules d’eau dans
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par Machado et Pantano ne peut pas étre appliquée car notre systéme ne satisfait pas a la
condition N, > Q; cependant, elle donne des valeurs identiques dans la plupart des cas ou

ne differe que d’'un seul ion. .
S inh(s=——
N, =v,cpe o T (518)

+ w

(519)

3. Préparation du systéme pour l'étape de production. Il est souvent nécessaire d’effectuer une série
d’optimisations et/ou de simulations MD préparatoires afin de garantir la stabilité des simulations
de production ultérieures, en particulier en présence d’'un solvant explicite. Je me repose ici
sur les travaux de Roe et Brooks, qui proposent un protocole simple, en dix étapes, applicable
a une grande variété de systémes (252). Le protocole consiste en une série d’optimisations
d’énergie et de relaxations progressives (4000 étapes de minimisation et 40000 étapes de
dynamique moléculaire, soit 45 ps au total). Le systéme est divisé en molécules mobiles, qui
diffusent rapidement dans le systéme (eau, ions), et lourdes, plus lentes a diffuser. Les premiéres
sont relaxées avant les secondes en appliquant des contraintes positionnelles sur ces derniéres.
De mémes, les bases et chaines latérales sont relaxées avant le squelette afin de permettre la
relaxation de contacts atomiques sans perturbation des éléments de structure secondaire.

4. Production de 10 ns a 1 microseconde, en fonction des besoins, de MD a pression constante, en
appliquant les contraintes RMN pondérées raisonnablement.

5. Minimisation finale (pour dép6t PDB) des points finaux de rMD, avec la méme pondération des
contraintes qu’en étape 4.

J'ai volontairement omis tous les paramétres expérimentaux des simulations. Lapproche présentée ici
est générale, robuste et reproductible, ce qui me permet désormais de traiter différents systemes de

maniére cohérente et unifiée.

5.6.3.3 Analyse des résultats

Je présente ici quelques exemples d’exploitation typique des résultats, afin d'illustrer le flux de travail
mis en place. Par exemple, il est courant d’analyser ['évolution temporelle de la RMSD pour évaluer la
stabilité d’'une simulation de dynamique moléculaire (Figure 5.41A). Ce type de représentation montre
les fluctuations structurales de chaque conformére par rapport a la conformation initiale. Toutefois,
ces figures peuvent préter a confusion : deux conforméres présentant une méme valeur de RMSD ne
sont pas nécessairement similaires. Ils sont simplement a une distance comparable du modéle de
référence, mais peuvent différer considérablement 'un de l'autre. Pour pallier a ce biais de visualisation,
je privilégie les représentations sous forme de matrices de similarité (des heatmaps dites pairwise
RMSD; Figure 5.41B), ol chaque conformation est comparée a toutes les autres, offrant une vision plus
compléte de I'espace conformationnel échantillonné pendant la simulation. Ces figures permettent
notamment de repérer facilement la formation de clusters structuraux au cours de la simulation,

visibles par l'apparition de zones carrées le long de la diagonale.
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FIGURE 5.39. Préparation du systéme RKEC1-dopamine. A. Ensemble de 20 structures obtenues par simulated

annealing. B. Réseau de contraintes de distances intra (bleu) et inter-résidus (vert), intra-dopamine
(jaune) et entre dopamine et RKECT (rose) converties au format Amber puis visualisées dans PyMOL
avec un script Python. C. Solvation explicite du systéme, dont la force ionique est ajustée avec des
ions sodium (violet) et chlorure (vert).
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FIGURE 5.40. Ensemble de 15 conformations du complexe RKEC1-dopamine déposeé sur la PDB.

Dans le contexte de ['étude de structures non-canoniques, il est fréequent de mesurer des angles diedres,
notamment celui des liaisons glycosidiques x (correspondant au GBA dans la Section 5.4.1; Figure 5.42)
et de torsion des sucres (pucker P; Figure 5.43). J'ai développé des fonctions en R qui permettent de
rapidement calculer chaque angle pour chaque nucléotide pour chaque set coordonnées extrait de la
trajectoire (ici, 25000; Figures 5.42, 5.43). En particulier, P et son amplitude ont été calculés avec les
équations 5.20 et 5.21, respectivement, en utilisant les angles de torsion v, (atomes définis dans les
équations 5.22-5.26).

(v, +vq) - (V3 +Vp)

tanP = — (5.20)
2v2(sm(§) + sm(?))

V.

2
= 5.21
M~ cosP (5.21)
v, = C4'-04' -C1' - C2' (5.22)
v, =04 -C1"-C2"-C3’ (5.23)
v,=C1"-C2"-C3" - C& (5.24)
v, =C2'-C3" - C4 - 04’ (5.25)
v,=C3 -C4' -04 -CTV (5.26)
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FIGURE 5.41. A. RMSD unidimensionnelle sur tous les résidus (y compris les extrémités 5' et 3'), sans hydrogene, pour
'ensemble des simulations contraintes (10 ns), la premiére structure étant utilisée comme référence.
B. Pairwise RMSD (RMSD calculée pour toutes les paires de coordonnées) pour les quinze simulations.
Cette représentation permet de mieux saisir 'étendue de la diversité structurelle au cours de la
simulation, de repérer des clusters (carrés le long de la diagonale), et d’éviter le biais d'interprétation.
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FIGURE 5.42. Angle diédre de la liaison glycosidique x de chaque nucléotide au cours de la simulation d'une

150

microseconde (de lintérieur vers l'extérieur), exprimé entre -180 et +180 degrés. On note ici que la
guanine 31 est en conformation syn, alors que tous les autres nucléotides sont en anti, qui est la
conformation attendue dans I'ADN duplex. Ces angles sont globalement stables pendant la simulation,
ce que nous avons également observé en absence de contraintes de distance, preuve de la robustesse
de la structure calculée.
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FIGURE 5.43. Puckering P des sucres calculé avec la méthode d’Altona & Sundaralingam (267), représenté entre 0 et
360 degrés. Chaque point représente ['une des 25000 coordonnées extraites de la simulation d’une
microseconde. La position des points par rapport au centre des cercles est fonction de l'amplitude 6,,
(plus lamplitude est grande, plus le point est vers l'extérieur). La médiane est entourée en noir. 'ADN
a normalement des puckers C2'-endo, et l'on peut considérer ici que tous les nucléotides colorés en
marron, violet et rouge ont une configuration glycosidique canonique. Un exemple de pucker non
canonique est T18, qui forme une liaison hydrogéne avec la dopamine. Sa configuration en C1’-endo
est trés rare, mais a été observée autours d'intercalants et pour que la structure gagne en flexibilité

(268, 269).
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Petite digression : la détermination d'angles diédres, notamment ¢ et y, est également d'intérét pour
la validation de structures protéiques. Cette validation repose sur l'utilisation de serveurs web qui
comparent les valeurs soumises a un set de référence d’angles “autorisés”, dont la provenance n’est pas
toujours claire (Figure 5.44A). La mise en place d’analyse “maison” permet de sélectionner les données
et leur analyse plus convenablement, ce que j'ai mis en place au laboratoire (Figure 5.44B).
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FIGURE 5.44. Diagrammes de Ramachandran produits par PROCHECK (A) et par l'auteur avec un script en R (B), sur
un ensemble de 20 complexes protéiques. Chaque point correspond a une valeur expérimentale. Les
zones colorées représentent les zones autorisées, qui sont dérivées de données de références. Pour
B, j'ai utilisé le jeu de données top2018 du laboratoire Richardson de ['Université Duke, déposé sur
Zenodo (270). Il contient des résidus de haute qualité issus de chaines protéiques également de haute
qualité, et de faible redondance dans la PDB (271).

Un autre aspect trés important de l'étude structurale est la mesure de distances interatomiques,
notamment entre donneurs et accepteurs de liaisons hydrogéne. Pour cela, j'ai développé un script
permettant de visualiser la formation plus ou moins stable de liaisons hydrogenes sur des trajectoires
entiéres, en fonction de critéres géométriques plus ou moins strictes (angle et distance; Figure 5.45). On
note ici que trois liaisons hydrogéne tres stables sont formées au site d’interaction avec la dopamine,
et que ces interactions sont conservées en absence de contraintes.

Un corollaire a ces considérations est la caractérisation de l'appariement de bases. Ici, nul n’est besoin
de réinventer la roue. En fait, la roue a déja été inventée plusieurs fois, et j'ai retenu trois classifications

pour le traitement automatisé :

— Saenger a défini une liste de 28 paires de base (plus une, plus tard), identifiées par des chiffres
romains (272, 273). Une paire canonique Watson-Crick est XIX pour GC et XX pour AT.

— Leontis et Westhof (274), puis Lemieux et Major (275), on décrit les paires de base en fonction de
i. 'établissement de liaisons H sur les faces Watson-Crick (W), Hoogsteen (H), ou sucre (S) et ii.
l'orientation de la liaison glycosidique (syn/trans : c/t) des nucléotides. Une paire canonique est
donc définie comme cWW.

— La classification DSSR, qui est similaire a la précédente, mais indique d’abord l'information
¢/t suivi par la faces interagissant définies comme Watson-Crick (W), grand sillon (major; M,

152


https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/
https://zenodo.org/records/5777651

5.6 Mécanique quantique et moléculaire de biomolécules

rMD uMD no LDP

H \IIWH‘\W (UL H\ l‘H\ HI |||II \[IIIHI,\IIIIII\I,”H\HH‘M ‘HHI\II\III\I\HI\I\HI\I\II\II\

G21:N2:G29:N3 [
C26:N4-G33:06

G17:N1-G33:NT || LA I e
G33N1-C26:N3

T12:] N3 A35:N1
C24:N4+G29:06
A35:N6°T12:02
A15:N6°A35:N7
G21:N2:G31:06 | ‘
A27:N6-T19:02
G29:N1-C24:N3
G36:N2-G13:N3

G2OIN2:G21:N3 X R AR O WA A VR

G34:N2°T11:04

(0 /A A 0O A

e T s 10

,_
g
'l
B
8
z
S B E
I
)
<)
£

I} iH\ H\HII‘H VAR II\H’H\ LT

250 500 750 1000 250 500 750 1000 250 500 750 100¢
t (ns)

rMD uMD no LDP

LDP38:02-T18:04
G28:N1-C20:02
‘G34:N1-T11:04
LDP38:N1-G28:04’
LDP38:N1-A27:N3
T19:N3-A27:N1

G21: N2 G29 N3
C26:N4-G33:06
G17:N1+G33:N7
G33:N1-C26:N3
G17:N2:T11:02
T12:N3-A35:N1
C24:N4-G29:06
A35:N6-T12:02
G28:N2:C20:N3
A15:N6-A35:N7
G21:N2-G31:06
A27:N6-T19:02
G29:N1-C24:N3
G36:N2°G13:N3
G29:N2:G21:N3
G34:N2-T11:04
A35:N6-A15:N1
G13:N2:G36:N3
G31:N2:G21:06
G16:N1+G34:N7

N2:G34: 06
T11:N3+G34:06
G29:N2:C24:02
G16:N2:G34:06
G36:N2:A15:N1

LDP38:N1-A27:04
LDP38:01-T18:04

G16:N2-G34:N7
0.00 0.25 0.50 0.75

:

0.25 0.50 0.75
frequency

:

0.25 0.50 0.75 1.00

FIGURE 5.45. Formation de liaisons H au cours des simulations avec contraintes (rMD), sans contraintes (uMD) et
en absence de dopamine (no LDP). La liste des liaisons H a été établie sur les structures minimisées
des simulations rMD, avec une distance donneur-accepteur maximale de 3,1 A, en conservant celles
formées dans au moins 20 % des structures. Les liaisons H dans les régions 5'- et 3’ (résidus 11:17
et 33:37) sont colorées en bleu, et celles impliquant la dopamine en rose. En haut : chaque ligne
est un point de temps (un point toutes les 0,04 ns); plus une ligne est foncée, plus la liaison H est
courte et linéaire (la transparence suit linéairement le rapport angle/longueur de la liaison). En bas :
Fréquences cumulées. La fréequence de formation des liaisons est indiquée pour des seuils moins
strictes (3,5 A et 120°; couleurs claires) et plus stricts (3,0 A et 140°; couleurs foncées). Seules les
liaisons H inter-résidus dont la fréquence « stricte » est supérieure a 0,10 sont représentées.
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correspondant a H ci-dessus) et petit sillon (minor; m, correspondant a S ci-dessus), entre
lesquelles est intercalé + ou - pour indiquer si les brins sont paralléles ou antiparalléles (277).
Une paire canonique est alors définie comme cW-W.

TABLE 5.1. Résultats de la caractérisation automatisée des paires de base, ici pour une seule structure.

ID nucleotide1 nucleotide2 Name Saenger Leontis-Westhof DSSR
1 T11 G17 cWS cW-m
2 ™ G34 rWobble XXVII tWw tW+W
3 T12 A35 rwc XXI tWw tW+W
4  G13 G36 v tSS tm+m
5 A15 A35 \" tWH tw-M
6 G16 G34 Vil tWH tW-M
7 G17 G33 tWH tW-M
8 G17 G34 ~rHoogsteen tWH tw-m
9 T18 G33 tWH tw-M
10 T19 A27 rwc XXI tWw tW+W
11 C20 G28 rwc XXII tww tW+W
12 C20 T32 tw. tW-.

13 G21 G29 v tSS tm+m
14  G21 G31 tWw tW+W
15 T22 T30 tHH tM+M
16 C24 G29 WC XIX cWwW cW-W
17 G25 G28 ~Sheared tSH tm-M
18 (26 G33 WC XIX cWW cW-w
19 G28 T32 cSW cm-W

Ce que l'on peut humblement en retenir, c’est que (presque) tout a déja été publié il y a au moins
quarante ans, et qu'il suffit souvent de changer légérement le vocabulaire pour redonner vie aux mémes
idées. Le lecteur attentif aura sans doute remarqué mon goiit prononcé pour le recyclage de méthodes
antérieures a ma propre naissance, comme en témoigne récemment mon intérét pour 'HDX (mais il n'y
avait pas de MS dans son implémentation initiale). Plus sérieusement, Lu et al. ont gentiment mis a
disposition un serveur de calcul de ces classifications, ce qui m’a permis d’interroger automatiquement
ledit serveur via I'API, en exploitant la librairie httr2 (Table 5.1) (278).

Ici, le complexe RKEC1-dopamine est remarquablement non canonique. Seules deux paires de bases
respectent la géométrie Watson-Crick (Figure 5.46A). En plus des paires de bases non canoniques
(Figure 5.46B), plusieurs triplets de bases, pas forcément coplanaires, sont formés, rendant la structure

franchement bizarre.

Finalement, la Figure 5.46C,D présente le site d’interaction de la dopamine, ou celle-ci établit des
liaisons hydrogene avec les T18 et T19 via les O1 et 02 de son cycle catéchol, tandis que 'ammonium

interagit avec le N3 de 'adénine 27 et le sucre de G28. Cette interaction est nécessaire a la structuration
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FIGURE 5.46. A. Les deux seules paires de bases canoniques “WC” B. Exemples de paires de bases non canoniques
“rWC”. C. Site d'interaction de la dopamine. D. Vue projetée dans le plan avec LigPlot" (279). Le ligand est
en violet, les résidus en gris, les carbones, azotes et oxygénes en noir, bleu et rouge, respectivement,
les liaisons hydrogénes en vert pointillés et les interactions hydrophobes sont symbolisées par des
traits rouges.
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de RKEC1, ce qui aura des implications sur la prédiction de cette structure. D'autres types d'analyse,
notamment l'utilisation de la PCA, sont illustrés par ailleurs (Sections 5.3.1.1, 5.6.4).

5.6.3.4 Considérations sur la prédiction de structures

Ce manuscrit présente de nombreuses méthodes permettant de caractériser des structures d'acides
nucléiques, leurs dynamiques et leurs interactions. Un sujet que je n’aborde pas, du fait de mon
incompétence totale sur le sujet (pour le moment), est la prédiction de structures a partir d’'une
séquence, comme le permet AlphaFold par exemple. Avec l'expérience, on peut prédire si une séquence
peut former un G4, et méme proposer une topologie en suivant des régles simples,® mais cela reléve
plus de la divination que de la science. Et quid de structures vraiment bizarres comme le complexe
RKEC1-dopamine?

Dans ce contexte, nous avons soumis au CASP16 (16th Community Wide Experiment on the Critical
Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction) la structure du complexe RKEC1-dopamine,
que de nombreux groupes a travers le monde ont tenté de prédire a partir de la séquence. Des 107
modéles soumis, aucun ne s'est approché de la vérité (RMSD > 10 A) (280). Nous pouvons avancer deux
explications. La premiére est le manque de diversité des structures d’ADN déposées dans la PDB. Le
second probléme est lié au fait que RKEC1 ne se structure qu’en présence de dopamine, mais il semble
que de nombreux groupes aient calculé la structure en absence du ligand, avant de tenter d'intercaler
celui-ci. Ces considérations montrent bien la nécessité du travail expérimental sur les aptameéres que

nous avons entrepris.

5.6.4 Application a des complexes G4/ligands.

Je présente brievement ici une application récente du flux de travail MD développé dans l'équipe PRISM,
une autre étant présentée dans la Section 5.3.1.1. Cette application s'inscrit dans un projet mené par
Samir Amrane (ARNA; Figure 5.47), qui développe des petites molécules possédant des propriétés
antivirales (HIV-1, HCV or HPV) grace a leur affinité pour les G4s. Dans l'étude qui nous intéresse ici,
une nouvelle classe de ligands dibenzoacridinium (DBA) a été synthétisée et ses interactions avec des
Ga4s caractérisées (281). Les DBA ont une base acridine, comme BRACO19 (Figure 1.6), mais étendue et
chargée positivement par quaternarisation de 'amine aromatique avec des dérivés phényliques. Des
K,4s jusqu’a 0.1 pM et une activité anti-HIV-1 avec des IC., de l'ordre du micromolaire ont été mesurés
pour les meilleurs complexes.

Samir a montré par RMN que le dérivé DBA1 interagit avec la tétrade G2-G9-G12:G18 du G4 HIVprof,
en particulier avec G2, G9 et G18 (Figure 5.47A). Il lui fut alors suggéré par un pair de procéder a
des expériences de docking pour déterminer plus précisément le mode d'interaction. S'il parait trés
probable a ce stade que le ligand est stacké sur la tétrade, son orientation et la position de la charge
positive sont inconnues.

8. En solution potassium, les G4s a deux ou quatre tétrades sont antiparalléles, mais ceux a trois tétrades ne le sont jamais,
les G4s a boucles court forment des Gas paralléles, etc.
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Bien que le docking permette d’explorer rapidement divers modes d'interaction, la flexibilité intrinséque
des G4s rend ces derniers peu compatibles avec cette méthode. De plus, la structure résolue par RMN
d’HIVpro1 montre que la tétrade G2-G9-G12-G18 est peu accessible pour un ligand. Il m’a donc paru
nécessaire de mettre en place une approche hybride entre le docking, pour générer rapidement des
modes d’interactions possibles, et la dynamique moléculaire pour tenir compte de la flexibilité du Gs.
Concrétement, aprés avoir dérivé les paramétres de champs de force de DBA1, j'ai procédé comme
suit :

1. La tétrade G2-G9-G12-G18 a été rendue accessible en basculant les résidus stériquement encom-
brants vers 'extérieur, par MD basée sur OpenMM (282).

2. DBA1 a ensuite été docké sur la la tétrade avec LeDock (283), sans aucune contrainte de position,
ce qui a généré un ensemble diversifié de modes d’interaction, non biaisés, que j'ai regroupé en
sept clusters.

3. La meilleure pose (selon le score de docking) de chaque cluster a été soumise a une simulation
MD de 50 ns, permettant aux résidus du site d'interaction de se replier vers la tétrade, lorsque
cela était possible, et de former des interactions avec DBA1 qui n’auraient pas pu étre capturées
par le seul docking.

4, Les trajectoires obtenues ont été regroupées selon la géométrie du site d'interaction par PCA,
donnant quatre modéles représentatifs reflétant les modes d'interactions les plus probables.

Deux orientations distinctes de DBA1 ont été observées au sein des quatre clusters (Figure 5.47B). Dans
tous les cas, DBA1 établit sans surprise des interactions m - i avec la tétrade, principalement G2 et G18.
G12 reste largement non li¢, conformément aux observations RMN. Dans les clusters 1 et 4, la structure
en croissant de DBA1 se superpose avec la courbature de la tétrade, son groupe phényle s'insérant
dans le sillon formé par les deux termini de HIVpro1. Ces clusters différent par la position précise de
DBAT1, permettant un stacking supplémentaire avec la G19 en 3’ (cluster 1), ou avec la C10 d’une boucle
(cluster 4). Dans cette méme boucle, G11, qui est stacké la tétrade en l'absence de ligand, se stacke
parfois au-dessus de DBAT.

En revanche, les clusters2 et 3 présentent une orientation inversée de DBA1, avec l'azote de 'acridinium
chargé positivement situé au-dessus du canal ionique. Cette configuration favorise le stacking avec
T1en 5 et, dans le cluster 2, également avec C10. Dans le cluster 3, C10 se stacke sur G11 repositionné
au-dessus de DBAT1, formant ainsi une boucle latérale particuliérement structurée.

L'approche hybride docking/MD, couplée a des analyses PCA, a été particuliérement efficace pour
'étude de ce complexe ligand-G4. Bien qu’aucune contrainte n'ait été utilisée, ces simulations ont
produit des résultats en parfait accord avec les expériences RMNs.

5.6.5 Etude des interactions r-1r d’oligonucléotides avec des phases stationnaires aromatiques pour
leur séparation en phase inverse sans agent d’appariement.

Je clos ce chapitre avec une étude a laquelle j'ai participé pendant l'été 2025 et qui, je trouve, résume

assez bien ce manuscrit. Il y a tout dedans : de la chimie analytique et physique, de la chromatographie
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FIGURE 5.47. A. Titration "H-RMN du G4 HIVpro1 avec DBA1 : superposition des spectres des protons imino (11.0-13.5
ppm) aprés addition progressive de DBA1 (0 a 2 équivalents molaires) au G4, a une concentration
de 150 yM dans un tampon 20 mM de phosphate de potassium, 70 mM de KCl (90:10 H,0/D,0). B. Vue
de dessus du site de d’interaction obtenue par combinaison de docking et de MD non restreinte, a
partir de laquelle quatre structures représentatives ont été extraites. DBA1 est représenté en jaune,
les guanines en brun, les cytosines en rose, les thymines en vert et les adénines en bleu. Encart : Samir
Amrane.
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et de la spectroscopie, des interactions m-m (mes préférées), des oligonucléotides et des G4s auxquelles
on ne s'attendait pas. Ca manque cruellement de spectrométrie de masse, mais on notera que 'approche
chromatographique développée ici y est justement particulierement adaptée.

Tout commence (pour moi) lorsque je participe a une journée organisée par le Club Sud-Ouest de
['Association Francophone des Sciences Séparative a Toulouse, lors de laquelle je présente certaines de
mes activités de caractérisation d'oligonucléotides. J'y croise Davy Guillarme, de I'Université de Genéve,
qui me recontacte quelques jours plus tard pour me parler de séparation d'oligonucléotides par HPLC
en phase inverse. Il connait déja mes modestes travaux de chromatographie chez Quality Assistance,
puisqu’il a lui-méme (beaucoup plus) travaillé sur ces thématiques.’

Généralement, la rétention d’oligonucléotides, qui sont des polyanions hydrophiles, sur des phases
stationnaires apolaires de phase inverse nécessite l'utilisation d’agents d’appariement (7). Ce sont
typiquement des cations qui forme des paires d’ions (ion pairs, IP) avec les analytes, neutralisant
la charge apparente et augmentant la rétention. Ces cations portent un groupe hydrophobe dont la
modification permet de moduler la rétention. L'IP-RP-LC souffre cependant d’un certain manque de
résolution de certaines impuretés, est plus difficile a développer que la RP-LC classique, nécessite des
temps d’équilibration plus longs, et les agents d'appariement sont souvent la cause d’une suppression
de lionisation qui détériore le signal MS. Des approches orthogonales existent, comme |'échange
d’anion (AEX, non compatible avec la MS en couplage direct) ou la chromatographie hydrophile (HILIC),
qui ne permet pas non plus toujours la résolution d’'impuretés critiques.

Partant de ce constat, Davy a souhaité développer une méthode de RP-LC sans agent d’appariement, en
utilisant des colonnes greffées avec des dérivés de phényle, notamment un biphényle et un pentafluo-
rophényle. Lhypothése est que ces ligands permettent la rétention d’oligonucléotides par interactions
m-m, ne dépendant pas de la présence d’IP. Dans leur étude, Davy et un doctorant, Thanos Tsalmpou-
ris, ont inclut des oligonucléotides modéles dX,, (X =A, C, G, T) pour mieux comprendre U'influence
de la séquence oligonucléotidique sur 'ordre d’élution des analytes (G < C < A < T). Ils souhaitaient
comprendre cet ordre, et confirmer que les interactions m - i entre colonne et analytes sont possibles,
et modulables par la nature du ligand.

Pour répondre a ces questions, j'ai construit des séries de complexes entre les 4 nucléobases d’ADN
et 2 ligands de colonne, un biphényle et un propyl-pentafluorophényle. Pour chaque combinaison
nucléobase/ligand, j'ai préparé 4 géométries par rotation de 90° de l'angle de twist, tel que définit dans
un duplex (284), pour un total de 32 complexes. J'ai ensuite optimisé la géométrie de ces complexes
avec la fonctionnelle hybride B3LYP (jeu de bases def2-TZVP + def2/)) avec une correction non-locale de
la dispersion (DFT-NL), ce qui est nécessaire pour correctement tenir compte des forces de dispersion
de London dans ces systémes dominés par des interactions attractives de van der Waals (285). Les
énergies de ce type de systémes sont généralement surestimées a cause de la superposition des jeux
de bases (Basis Set Superposition Error, BSSE), que j'ai corrigée en implémentant une correction BB-CP
(Boys-Bernardi Counterpoise Correction) (286). Aux aspects quantitatifs, j'ai ajouté une étude qualitative
de la nature de l'interaction en calculant les potentiels électrostatiques (ESP) et les indicateurs de
régions d'interaction (Interaction Region Indicator, IRI, Figure 5.48)

9. Notamment avec Valentina D’Atri, une ancienne postdoc de I'équipe de Valérie Gabelica, que j'avais croisée lorsque j'y
étais moi-méme postdoc.
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Ces expériences ont permis de montrer que :

— Lastabilité des complexes provient principalement d’interactions m-m, dominées par les forces de
dispersion. Les bases G et C bénéficient d’une stabilisation électrostatique supplémentaire grace
a une liaison polaire NH-1T entre leur amine exocyclique et l'anneau non stacké du biphényle.

— Tous les complexes présentent des énergies d’interaction comprises entre -8 et -12 kcal/mol,
en accord avec les énergies de stacking des bases nucléiques dans les hélices d’ADN (287).
Linteraction de plusieurs bases le long des oligonucléotides devrait donc fournir une stabilisation

suffisante pour assurer leur rétention.

FIGURE 5.48. Geométries optimisées (niveau B3LYP + DFT-NL(VV10) / def2-TZVP) des complexes entre les bases
d’ADN méthylées (de gauche a droite, A : orange, C: bleu, G : gris, T : vert) et les ligands de colonne
biphényle (en haut, rouge) et propyl-pentafluoro (en bas, bleu clair). La surface IRI (niveau = 0,75) met
en évidence les interactions de van der Waals (vert) et la répulsion stérique (rouge). Les interactions
-1 canonique et la liaison polaire NH-1T sont également indiquées par des pointillés jaunes et cyans,
respectivement.

Cela ne suffit pas, cependant, a expliquer 'ordre rétention des oligonucléotides modéles en fonction

de leur structure primaire. Lexemple le plus criant est dG,,, puisqu'il est trés peu retenu alors que

20!
les guanines forment les complexes les plus stables. Bien sir, les effets hydrophobes (C<G<A<T)
contribuent trés probablement (288). Mais le lecteur attentif aura compris que le probléme majeur
réside dans le choix des séquences, que j'ai décidé d'illustrer par CD, car il s'agit bien ici d’'une question

de structure secondaire.

Dans les conditions de chromatographie de cette étude (< 40% en méthanol ou acétonitrile, 50 mM
d’acétate d'ammonium, pH 8.0), dT,, et dC,, sont trés peu structurés, le second présentant un peu plus

de stacking intramoléculaire transitoire (Figure 5.29). En revanche, dA,,, en simple hélice, et surtout

207
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dg,,,
ne sont alors pas disponibles pour interagir avec la phase stationnaire, ce qui diminue leur rétention

en G4, forment des structures secondaires. Leurs nucléobases impliquées dans ces conformations

d’autant que la conformation est stable. Il n’est donc pas surprenant de voir dG,, trés peu retenu et, a
linverse, le trés hydrophobe et linéaire dT,, le plus retenu.

A B dTyp dCy
300
300
200
100
200
0
e 100
O 100 |
= ‘
w |
4 300
0 — 200
| 100
-100{ 0l
| ‘ -100{ | ‘
220 260 300 220 260 300 220 260 300
A (nm) A (nm)
— dTyp — dCyp — dAz — dGyy TCCho20 40 60 80 90

FIGURE 5.49. A. Spectres CD de dA,, dC,,, dG,, et dT,, (8 pM) & 20 °C, dans 50 mM d’acétate d’ammonium, pH 8.0, 10
% MeOH, reflétant le début du gradient LC sur la colonne biphényle. Des résultats similaires ont été
obtenus pour d'autres pourcentages de départ et de fin de gradient. B. Expériences correspondantes
de dénaturation thermique. Les spectres acquis a 60 °C sont mis en évidence en pointillés rouges.

Je me limite ici a ma modeste contribution a cette étude par ailleurs exhaustive et trés informative (725).
Ce que je souhaite souligner, c'est qu'au-dela de l'étude elle-méme, 'implémentation des approches
de calcul que jai utilisées permettra 'étude, a un niveau théorique élevé, de complexes non covalents
d’intérét pour l'équipe PRISM, ou pour ARNA de maniére plus générale. Par ailleurs, cette collaboration
m’a fait prendre pleinement conscience de la valeur ajoutée d’ARNA dans le paysage scientifique. Notre
connaissance fine des acides nucléiques nous rend certains résultats évidents, alors qu'ils ne le sont
pas pour d’autres équipes, par ailleurs excellentes dans leur domaine d'expertise.

10. et d’'autres que j'ai omises ici par soucis de concision.
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D’ingénieur chimiste spécialisé en chimie organométallique, j'ai lentement mais slirement dérivé vers
des approches plus physiques et analytiques, tout en conservant, je pense, un fil rouge thématique
fort. J’ai trouvé durant ma thése un sujet qui m’a passionné et qui continue de le faire, tandis que les
autres thématiques que j'ai explorées m'ont permis de développer des compétences complémentaires.
J'ai eu la chance de travailler dans des environnements stimulants, tant académiques que privés, et de
collaborer avec des chercheurs talentueux, que je remercie vivement une nouvelle fois. Je ne reviens
pas ici sur ces diverses expériences, qui sont résumées a la fin de chaque chapitre.

Dans le Chapitre 5, j'ai présenté la majorité des travaux que j'ai menés depuis mon arrivée (ou plutot
retour) a 'Université de Bordeaux, au sein des équipes BALI puis PRISM, dont certains resteront au
coeur de mes recherches futures. Mes contributions récentes peuvent étre regroupées en quatre axes

majeurs :

1. Le développement de méthodes analytiques novatrices en spectrométrie de masse et en spec-
troscopies, soutenu par

2. Le développement d'outils logiciels open-source dédiés a l'analyse de données complexes et/ou
a la gestion de bases de données,

3. L'évaluation approfondie de ligands ciblant les Gé4s, partiellement rendue possible grace a

4, l'implémentation de flux de travail QM/MM pour l'étude de structures d’acides nucléiques non

canoniques et de leurs complexes, recemment étendue a des systémes protéiques.

Lextension de 'HDX/MS a l'étude des acides nucléiques a été mon projet phare depuis mon retour a
Bordeaux. Ces travaux ont permis d’établir une méthode simple, précise et robuste pour 'étude des
conformations, des dynamiques et des interactions des oligonucléotides d’ADN, avec des applications
potentielles allant de la biophysique au controle qualité. Nous avons également montré que l'analyse
approfondie des données brutes, grace aux outils logiciels que nous avons développés, permet d'obtenir
des informations sur la stabilité isotherme des G4s et sur leurs dynamiques de (dé)structuration. Enfin,
le couplage avec la masse native permet d'étudier des systémes complexes grace a la séparation en
masse et en mobilité ionique des divers conforméres. Grace a ces travaux, j'ai acquis une certaine
visibilité au sein de la communauté HDX/MS."" Je tiens d'ailleurs a remercier Valérie Gabelica, qui m'a
accordé sa confiance, m'a encouragé a développer ces approches et, trés pragmatiquement, dont ['aide
pour l'obtention d'un financement a été primordiale.

Plusieurs perspectives s'ouvrent désormais a moi sur ce projet. Certaines sont incluses dans le projet
ANR qui s'achévera a la fin de ['été 2026, d'autres non. A court terme, aprés la publication de nos travaux

11. On m'y appelle “The DNA guy”, ce qui refléte, je pense, le caractére un peu atypique de ces travaux vis-a-vis de 'état de
l'art.
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visant a établir d’'une part 'HDX/IMS-MS, et d’autre part 'HDX/MS native pour I'étude de complexes
G4-ligands, deux axes de travail se dégageront :

1. Le développement de 'HDX/MS native top-down, consistant concrétement a ajouter une étape
de fragmentation des analytes en phase gazeuse. Il s'agira d’évaluer la capacité de différentes
méthodes (CID, ETD, ECD, UV-PD, IRMPD) a fragmenter des oligonucléotides sans randomiser la
position des deutérons, ce qui n’est pas trivial. Lobtention de fragments dont la deutération
reflete fidelement leur état en solution permettra de caractériser les structures et interactions a
l'échelle du nucléotide. En d’autres termes, il sera par exemple possible de déterminer les sites
d’interactions non covalentes ou d’identifier quelles guanines sont impliquées dans des tétrades.
Ces applications nécessiteront le développement d'outils logiciels assurant l'identification des
fragments, la quantification de leur deutération et le tracé de leurs cinétiques. Pour cela, je
pourrai m'appuyer sur OligoR, déja opérationnel pour les expériences menées au niveau des

analytes intacts.

2. L'extension de la technique a d'autres structures secondaires. Ce second axe nécessitera éga-
lement des développements méthodologiques, compte tenu des temps d’échange plus courts
observés dans les paires de bases. On peut faire 'hypothése que la plupart des analytes “non-G4”
nécessiteront des systémes de mélange isotopique et de mesure plus rapides qu'actuellement.
Il convient toutefois de noter que de nombreux aptaméres contiennent des G4s (289), et que
de tels modeles pourraient me permettre d'effectuer une transition plus en douceur depuis les
systémes a échange lent.

Il apparait assez clairement, je pense, a la lecture de ce manuscrit que j'apprécie l'utilisation de
plusieurs techniques orthogonales pour étudier des systémes (simples). Comme j'enseigne dans un UFR
de pharmacie, je me sens un plus un peu obligé de suivre les guidances de I'Agence Européenne des
médicaments, ' et de la FDA. ™ Plus sérieusement, et parallélement aux deux axes présentés ci-dessus,
je m'intéresse au développement d'une approche bottom-up, a l'instar de ce qui est couramment
appliqué aux protéines. Dans cette approche, les analytes seraient clivés en solution avant leur analyse
LC-MS. Cela est loin d’étre trivial, puisqu’il faudrait définir des conditions de quenching (température,
pH) de la réaction d’échange et mettre au point une méthode de nucléolyse compatible.

Une telle méthode présenterait un double intérét : améliorer la résolution (axe 1) et permettre 'étude
d’échanges rapides (axe 2), méme si ce dernier nécessitera probablement des échanges a basse
température. En définitive, notre boite a outils isotopiques devra permettre de caractériser la dynamique
de complexes acides nucléiques-protéines. Grace a une combinaison d'approches top-down novatrices
et bottom-up plus classiques, nous pourrons étudier conjointement les deux (ou plusieurs) partenaires,

alors que les études HDX/MS actuelles se concentrent généralement sur la protéine seule.

Les travaux menés avec Matthieu Ranz au sein de 'équipe de Valérie Gabelica ont conduit a plusieurs
publications, mais au moins deux manuscrits restent a publier. Ces derniéres années, une lecon s’est

12. Orthogonal analytical methods, (methods using different principles and providing different selectivities), should be
developed in cases where a lack in specificity and/or selectivity leads to an inadequate control strategy for the affected impurities.
Guideline on the chemistry of active substances, 2016.

13. Emphasis should be placed on developing orthogonal quantitative methods to definitively identify any differences in product
attributes. Development of Therapeutic Protein Biosimilars : Comparative Analytical Assessment and Other Quality-Related
Considerations, 2025.
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dégagée, que je percois d'autant mieux apres avoir écrit ces quelques pages : plus je travaille, plus
j'ai de travail. )’ai la désagréable impression d’avoir en permanence deux publications de retard sur
mon planning et de ne pas avoir le temps de... rien. No rest for the weary, disent les Anglo-Saxons.
Evidemment, je dois jongler entre activités de recherche et enseignements, ce qui ne facilite pas les
choses. Mais tous les enseignants-chercheurs sont logés a la méme enseigne, et je trouve cette situation
trés enrichissante. Du travail, justement, il en reste beaucoup.

Par exemple, d’autres techniques analytiques devront étre développées. Nous avons montré avec
Eps2Fold que les données spectroscopiques pouvaient étre exploitées pour déterminer la conformation
des G4s, avec une granulométrie assez inattendue. Cette approche pourra étre étendue a d'autres
structures secondaires de 'ADN, mais aussi a I'ARN. Le dichroisme circulaire, incontournable pour
'étude des Ga4s, est comparativement peu utilisé dans d’autres communautés. Mieux comprendre, a
minima de maniére empirique, les déterminants des signatures spectroscopiques UV et CD sera d'une
grande utilité pour 'évaluation « macroscopique » des oligonucléotides, en particulier ceux dont la
fonction est liée a la structure secondaire, comme les aptameéres.

Il s'agit d’un travail assez systématique, qui produira de grandes quantités de données. Cela constituera
'occasion d’explorer d’autres méthodes d'analyses multidimensionnelles, comme l'algorithme t-SNE
(t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding) qui, comparé a la PCA, facilite la séparation et l'identifi-
cation de sous-groupes dans des ensembles, en conservant mieux les proximités locales. L'utilisation de
'apprentissage automatique pourrait également étre envisagée si la quantité de données le permet.

Une autre lecon que j'ai tirée de ces derniéres années est que, méme apreés huit années en tant que
maitre de conférences et a 40 ans, j'apprends toujours autant qu’en thése. Ainsi, un autre axe de travail
concerne l'utilisation avancée du BLI, pour laquelle je souhaite préter main forte a Carmelo Di Primo.
Ce projet s'inscrit, pour moi, dans la continuité de mes autres travaux, a savoir le développement
de méthodes orthogonales permettant de mieux caractériser des objets polymorphes comme les
oligonucléotides. Le BLI (et la SPR) sont des techniques de choix pour déterminer les constantes
de vitesse d'association et de dissociation de complexes non covalents, ce qui permettra de mieux
rationaliser les cinétiques d’échange isotopique de ces derniers. A titre personnel, il s'agit également
d’'une nouvelle opportunité d'apprentissage auprés d’'un chercheur trés pointu, ce qui est toujours un

plaisir.

Le ligand de G4 est un sujet qui fait le lien entre ma thése et mes activités plus récentes. Parmi
celles-ci, on retiendra une étude ayant conduit a l'identification et a la caractérisation de ligands
foldameres sélectifs pour les G4s de topologies paralléles. La combinaison des compétences d’ARNA en
spectrométrie de masse native, biologie structurale (cristallographie, RMN) et chimie computationnelle
a permis d’expliquer cette sélectivité et a transformé une curiosité de laboratoire en une étude d'intérét
pour la communauté G4.

Je n'ai pas de perspectives définies sur ce théme de recherche. Les journaux sont déja saturés de ligands
de G4s n'apportant pas grand-chose a 'état de l'art. Cela dit, je sais que je ne refuserai pas de travailler
sur des ligands de haute valeur ajoutée, que j'avais définis a la fin de ma thése comme des molécules
fonctionnalisées (marquage, pull-down, etc.) et/ou présentant des sélectivités particuliéres.'* D’autre

14. Qui me connait sait que je ne dis jamais non a rien, donc bon...
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part, les complexes G4-petites molécules constituent d’excellents modéles pour le développement
analytique (comme celui de I'THDX/MS), car ils bénéficient d’une large gamme d’affinités, de sélectivités
et de cinétiques d’'association, possédent des sites d’interactions frequemment connus, et peuvent
déplacer des équilibres conformationnels.

Plusieurs de ces activités m’'ont conduit a l'implémentation de calculs QM/MM, notamment de MD sur
GPU. A l'origine, cependant, cette activité a été initiée afin de m'impliquer dans des thématiques de
'équipe PRISM. J'en profite pour remercier Cameron Mackereth, qui m'a gentiment accueilli et avec
lequel je partage un bureau (et des biscuits).

La thématique que je développe avec lui n'est pas totalement nouvelle pour moi, puisque j'avais déja
eu le plaisir de travailler avec des aptameres. J’ai donc mis en place un flux de travail généraliste et
robuste, qui a déja porté ses fruits pour la détermination de la structure d'un aptamére de la dopamine,
ainsi que pour d'autres systémes publiés ou non. En particulier, ces calculs se sont révélés utiles dans
'étude des modes d’interaction de ligands de G4s (un sujet récurrent).

A court terme, d’autres aptaméres pourront &tre caractérisés via la collaboration franco-canadienne
déja bien établie. A plus long terme, j'espére que ces travaux permettront de mieux comprendre les
déterminants de la structuration des aptameéres et de 'ADN « non-duplex » en général, ce qui pourrait
alimenter les algorithmes de prédiction. Cela pourrait étre couplé a une évaluation plus systématique
de leurs performances dans la prédiction de structures secondaires particuliéres, permettant ainsi

d’affiner les besoins en développement.

Je ne peux terminer ce chapitre sur la recherche sans mentionner mon attachement a la science ouverte
et au logiciel libre. Certes, cela me conduit a produire des Supporting Information a rallonge, mais j'ai
pu constater encore réecemment que certains reviewers commentent des figures numérotées S100+,
ce qui montre l'intérét réel pour ces données. Blague a part, il me parait essentiel de produire une
science transparente et reproductible, et c’est pourquoi j'attache une attention particuliére a la mise a
disposition des données pour la communauté. La mise en ligne de la base de données g4dbr en est un
exemple. Bien qu'initialement construite pour l'interprétation structurale des résultats de MS native,
gtdbr se révéle particuliérement pratique au quotidien pour quiconque s'intéresse aux G4s. A linverse,
je bénéficie également des données mises a disposition par d’autres (cf. Figure 5.44B).

Pour assurer la reproductibilité, je m'attache a développer des méthodes robustes pour la production
de données brutes et a automatiser leur analyse (toujours de facon transparente), afin d'éviter erreurs
et biais humains. Cela m'a conduit a développer les logiciels OligoR, Eps2Fold et meltR, accessibles a la
communauté, pour le traitement des données HDX, la détermination de topologies a partir de spectres

UV/Vis et CD, et I'évaluation fiable des températures de fusion.

Je suis désormais impliqué au niveau institutionnel dans ces thématiques, en tant que correspondant
Science ouverte, correspondant Données de la recherche, et membre du groupe de travail « Ethique,
intégrité, genre et science ouverte » pour l'obtention du label HRS4R, ainsi que de l'Atelier Bordelais
des Données de recherche (ABDo), réecemment labellisé par le ministére. Ces engagements influencent
concréetement ma fagon de travailler et guideront mes projets futurs, en m'assurant de toujours partager

mes données et méthodes de maniére transparente et accessible a la communaute.
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Enfin, et puisque c’est un sujet central de I'HDR, un mot sur les étudiants. J'ai eu la chance d’en encadrer
de nombreux dés ma premiére année de thése. Je dois dire que j'ai eu beaucoup de chance, car tous ont
été des membres impliqués, apportant chacun leur pierre a 'édifice. De nombreux projets présentés ici
n'auraient tout simplement pas pu voir le jour sans eux. J'aime transmettre mon savoir-faire, et m'étre
orienté vers une carriére d’enseignant-chercheur n'a pas été un accident de parcours ni un choix par
défaut. Et méme aprés m'étre un peu plaint de la charge de travail plus haut, je ne compte pas les
heures consacrées aux étudiants. J'ai recemment été sollicité par le collége des écoles doctorales de
['Université de Bordeaux pour assurer des formations doctorales, ce que je vais accomplir avec grand

plaisir. J'espére que 'HDR me permettra de continuer a transmettre a de nombreux doctorants.
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