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Introduction : Histoire et structure de ’ADN

L’ADN, ou acide désoxyribonucléique, est principalement connu pour son role de
support de linformation génétique. En d’autres termes, les genes sont composés
d’ADN et se transmettent de facon héréditaire, comme démontré par Oswald Avery en
1944 [1]. Ici, nous étudierons non pas cette fonction mais comment la structure propre
de I'ADN peut-elle étre utilisée afin de synthétiser des structures d’intérét
thérapeutique a I'échelle du nanométre (nanostructures), un nanometre étant dix
millions de fois plus petit qu’'un centimétre. A titre de comparaison, I'épaisseur d’un

cheveu mesure 80 000 a 100 000 nanomeétres.

En 1869, le chimiste suisse Friedrich Miescher fut le premier a isoler et identifier
'ADN comme étant une molécule distincte des protéines et des lipides, ayant une
haute teneur en Phosphore. L’ayant tout d’abord isolée de noyaux de leucocytes
(globules blancs) humains, il 'appela « nucléine », terme que I'on peut retrouver dans

le nom actuel de 'ADN : acide désoxyribonucléique. [2]

Au début du XXe siécle, Phoebus Levene réalisa de nombreux travaux sur la
composition de I’ADN et de 'ARN (acide ribonucléique) qu’il résuma notamment lors
d’'une publication en 1919 [3]. Ceux-ci permirent de mettre en évidence que 'ADN est
une succession de nucléotides, chaque nucléotide se composant d’un sucre, d’'une
base azotée et d’un groupement phosphate. Dans le cas de ’ADN, le sucre comporte
cing atomes de carbone : c’est un désoxyribose. Les bases sont au nombre de quatre :
'adénine (A), la thymine (T), la guanine (G) et la cytosine (C). Elles sont regroupées
en deux groupes chimiques : les bases puriques (G, A) qui sont composées de deux
cycles et les bases pyrimidiques (C, T) qui ne sont composées que d'un cycle (Figure
1). A noter que dans le cadre de 'ARN, le sucre est un ribose comportant également
cing atomes de carbone et il existe une base pyrimidique supplémentaire : I'uracile (U).
Levene propose alors également I'hypothése de « tétranucléotide » selon laquelle
I’ADN serait composé d’'une séquence de quatre nucléotides (GCAT) qui se répéterait

toujours dans le méme ordre.
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Figure 1 : Structure chimique d’un nucléotide (base + sucre + groupement phosphate). Crédit image : OpenStax college

En 1950, Erwin Chargaff [4] réfute la théorie de tétranucléotide de Levene en
démontrant que les taux de bases pyriques et pyrimidiques varient d’'un organisme a
l'autre (nous noterons que les autres conclusions de Levene rapportées a la page
précédente restent non réfutées a I’heure actuelle). Chargaff décrit dans cette méme
publication une loi qui prendra le nom de « Premiéere loi de Chargaff » ou encore
« Premiere regle de Chargaff » qui stipule que le ratio de bases puriques sur
pyrimidiques est égal a 1, tout comme le ratio adénine sur thymine ainsi que le ratio

guanine sur cytosine. En d’autres termes, le pourcentage d’adénine est égal au
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pourcentage de thymine et le pourcentage de guanine est égal au pourcentage de
cytosine dans une molécule dADN (A=T et G = C).

La validation ultime de cette loi eu lieu trois ans plus tard en 1953, lors de la parution
dans Nature de la publication de James Watson et Francis Crick sur la structure
secondaire de I'ADN [5]. lls mirent alors en évidence que 'ADN a la structure d’'une
double hélice droite (« forme B » de I'’ADN), chaque brin étant composé d’une
succession de nucléotides. Les deux brins sont liés par I'appariement de bases deux
a deux: l'adénine avec la thymine, la guanine avec la cytosine. Ce phénomeéne
explique alors la loi de Chargaff.

Afin d’arriver a ces conclusions, Watson et Crick se sont appuyés sur les
publications précédemment citées ici ainsi que sur les travaux expérimentaux de
Maurice Wilkins [6] et Rosalind Franklin. En particulier, le « cliché 51 » (Figure 2)
obtenu en 1952 par Raymond Gosling sous la direction de Rosalind Franklin et mettant
en évidence la diffraction aux rayons X de fibres d’ADN [7] fut déterminant pour la
résolution de la structure de ’ADN. Watson, Crick et Wilkins obtinrent le Prix Nobel de
Médecine en 1962 pour cette découverte.

Figure 2 : Cliché 51 : Image obtenue par cristallographie aux rayons X d’un pseudo-cristal fait de fibres d'’ADN, ayant permis
de contribuer a élucider la structure en double hélice droite (forme B) de I'ADN. Par Raymond Gosling et Rosalind Franklin,
1952 [7].
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A I'neure actuelle, on sait donc que 'ADN est une double hélice dont les deux brins
sont complémentaires : les bases des deux brins s’apparient deux a deux par liaisons
hydrogénes (deux liaisons entre le A et le T, trois entre le C et le G).

Chaque nucléotide est composé d’'un ensemble base + sucre + phosphate (Figure
1), on dit que 'ADN a un squelette « ose-phosphate » ou « sucre-phosphate »
(représenté par les fleches grises sur la Figure 3).

Chaque nucléotide est lié au suivant par une liaison phosphodiester. Ainsi, le
groupement Phosphate relie le sucre d’un nucléotide (désoxyribose) a celui du suivant
via les carbones 3’ et 5 du sucre (les atomes de carbone des molécules de
désoxyribose sont toujours numérotés de 1° a 5, voir Figure 1). Comme chaque brin
d’ADN est un enchainement de base, désoxyribose et phosphate, on observe qu’a
I'extrémité d’un brin se trouve une extrémité « 5’P » (atome de carbone numéro 5’ lié
au groupement phosphate) tandis qu’a I'autre extrémité du brin se trouve une extrémité
« 3'OH » (atome de carbone numéro 3’ libre, non lié a un groupement phosphate). Les
extrémités libres des sucres définissant I'orientation des brins, on dit par convention
que chaque brin est orienté «du 5 au 3’ ». L’ADN est composé de deux brins
antiparalleles, c’est-a-dire que I'extrémité 5’ d’un brin fait face a I'extrémité 3’ du

second (Figure 3). [8]

Hydrogen bond

5"end 3’ end

3" end 5" end

5" end

Figure 3 : Structure chimique d'une double hélice droite d'’ADN, forme B [8]
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En termes de taille et proportions, une double hélice d’ADN de forme B comporte
un petit sillon ainsi qu’un grand sillon et mesure environ 2 nanomeétres (nm) de
diametre. Le pas de I'hélice mesure 3,4 nm et correspond a 10 a 10,5 paires de bases
(pb). [9] (Figure 4).

Sugar-phosphate ————Ffq—F——" 00

backbone

€ C
[ \ \
A r > 0.34 nm

> 3.4 nm

|

2 nm

Figure 4 : Diamétre et pas de I'hélice d'une double hélice forme B d'ADN

Différentes formes d’ADN existent (formes A, B et Z) (Annexe 1) [10]. Egalement,
d’autres appariements de bases et structures de '’ADN dites « non canoniques »
peuvent étre retrouvées dans la nature (appariements de Hoogsteen, épingles a
cheveux, ADN cruciforme, triplex d’ADN, G-quadruplex, i-motifs) (Annexe 2, Annexe
3). Celles-ci sont impliquées dans la régulation de I'expression des génes, la stabilité
geénétique, les dommages et réparations de 'ADN et peuvent ainsi jouer un role dans
le développement de certaines pathologies [11]. Dans cette thése, nous traiterons

uniquement de la forme B de 'ADN, qui est la forme prédominante dans la nature.

Nous étudierons dans un premier temps le principe, I'histoire et la production des
ADN origamis. Puis, nous verrons quelles sont leurs potentielles applications

thérapeutiques.



Partie 1 :

Principe, histoire et méthodes de production
des ADN origamis
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Partie 1: Principe, histoire et méthodes de production

d’ADN origamis

.  Principe et histoire des ADN origamis

1. 1964 — 1993 : Une histoire de jonctions

En 1964, Robin Holliday met en évidence un type de jonctions mobiles entre quatre
brins d’ADN (deux doubles hélices) afin d’expliquer un phénoméne d’échange

d’information génétique : la recombinaison homologue (Annexe 4) [12].

En 1982, Ned Seeman s’inspire de ces jonctions afin de concevoir des jonctions
cette fois immobiles (Figure 5A) et semi-mobiles (Figure 5B) en maximisant les
appariements de base de Watson, Crick, Wilkins et Franklin (A-T, C-G) [5] [6] [7],
notamment en contraignant la symétrie des séquence d’ADN. Ainsi, il démontre qu’il
est possible de générer des séquences d’ADN qui s’associent pour former
préférentiellement des jonctions immobiles plutét que des duplex linéaires comme
elles le feraient normalement. |l présente également des modeéles de réseaux en deux
dimensions (Figure 5C) et en trois dimensions (Figure 5D) grace a des extrémités
cohésives permettant a deux jonctions de se polymériser par appariement de brins.
[13] [14]. Cette publication marque le début des nanotechnologies dites
« Nanotechnologies a base d’ADN », dont Ned Seeman sera considéré comme le

pionnier.
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Figure 5 : A : Jonction immobile, B : Jonction semi-mobile, C : Réseau en deux dimensions, D : Réseau en trois dimensions. Ned
Seeman, 1982 [13]

Bien que le concept selon lequel 'ADN pourrait également étre utilisé comme
matériel de construction fut révolutionnaire, les premiéres tentatives de création de
réseaux de nanostructures en ADN a la fin des années 1990 furent un échec. En effet,
la rigidité mécanique de simples jonctions immobiles polymérisées grace a des
extrémités cohésives n’était pas suffisante pour créer les réseaux envisageés
précédemment (Figure 5C par exemple) [15]. Afin de renforcer la rigidité des
nanostructures et d’ainsi permettre leur développement [16], I'utilisation de multiples
cross-over se répandit (un cross-over étant un croisement entre deux simples brins de
deux doubles hélices d’ADN différentes, voir Figure 6) [17]. Cette utilisation fut basée

sur le motif de double cross-over étudié par Ned Seeman en 1993. [18]

]

Double crossover

4

v

Figure 6 : Modéle de double cross-over, conférant davantage de rigidité a la structure en ADN [19]
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Cependant, les limites théoriques de ces assemblages étaient possiblement
infinies, ceux-ci pouvant donc ne pas étre uniformes en taille et en forme. Ainsi, la
synthése précise de nanostructures potentiellement adressables et utilisable pour des

applications demeurait a 'époque un challenge. [20]

2. 2003 — 2004 : Les premiers scaffolds

En 2003, Yan et al. [21] furent les premiers a introduire la notion de « scaffold »
dans le monde des nanotechnologies a base d’ADN, dans I'objectif de réaliser un code
barre en ADN. Le scaffold (ou « échafaudage » en Frangais) était alors un long ADN
simple brin synthétisé par la ligation de différents courts brins d’ADN simple brins

(oligonucléotides) utilisé comme trame pour I'assemblage d’autres oligonucléotides

par appariement de bases et doubles cross-over (Figure 7).
a DA A A
\/X'\//\&’ "
B s
’ ,\’ /\l)\'l.l
O&ka

9 wms — I

800x800nm 250x250nm

Figure 7 : Auto-assemblage d'un code barre en ADN (le scaffold est représenté en orange dans les différentes figures). a :
Représentation d'une brique et des différents cross-overs qui la composent, b : représentation schématique d'une couche de
la structure finale (a gauche) et de la structure finale (a droite), ¢ : représentation des brins d’ADN d’une couche de la structure
finale, d : visualisation en microscopie a force atomique (AFM) [21]
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Un an plus tard, en 2004, Shih et al. [22]. publiérent dans Nature leurs travaux sur
I'utilisation d’un scaffold (long ADN simple brin) de 1669 bases directement congu et
synthétisé puis replié en octaédre grace a son appariement avec cing 40-mers
(simples brins d’ADN composés chacun de 40 bases). Ce repliement fut réalisé par
dénaturation-renaturation, la dénaturation étant I'action de séparer les deux brins
d’'une méme double hélice (par exemple en augmentant la température afin de rompre
les liaisons hydrogéne entre les bases de deux brins) et la renaturation étant I'action
de restaurer ces liaisons hydrogéne et d’ainsi reformer la double hélice (par exemple
en diminuant la température). Dans cette publication, le repliement fut congu pour se
dérouler en deux étapes, la structure ayant un intermédiaire ou le scaffold et les 40-
mers s’arrangent en une structure ramifiée (Figure 8b) avant de se replier en octaédre
pour former la structure finale (Figure 8a) grace a des cross-over (Figure 8c). Cette
publication annonga les prémices des ADN origamis, qui virent le jour deux ans plus
tard.

i Wk ne m

J T T, I LTGRO
= -
LT 1]

i W oW oW

Figure 8 Design d'un octaédre en ADN. a : Structure finale tri-dimensionnelle (3D) de I'octaédre, b : Structure secondaire de
I'intermédiaire, formé du scaffold (en noir) et des cing 4-mers (en bleu ciel). Les autres couleurs représentent les brins qui vont
s'associer dans un second temps par cross-over pour former les angles et la structure 3D de 'octaedre, ¢ : Schéma des cross-
over pour replier la structure en octaedre. [22]
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3. 2006 : Les origamis ADN en deux dimensions

C’est en 2006 que Paul Rothemund, s’inspirant des travaux précédemment
mentionnés, publie une nouvelle méthode d’auto-assemblage de I'ADN en
nanostructures a la géométrie et taille controlées : les ADN origamis [23]. Tout comme
la technique japonaise de repliement du papier pour réaliser une structure déterminée,
l'idée ici est de replier un long brin d’ADN simple brin (le scaffold, en noir sur la Figure
9) en une forme pré-déterminée grace a I'ajout d’oligonucléotides complémentaires qui
le maintiendront dans une forme précise : les agrafes (ou staples, en couleurs sur la
Figure 9).

Pour cela, il utilise comme scaffold un ADN simple brin circulaire de 7 kilobases
(kb) dérivé du génome du virus M13mp18 (bactériophage), dont la séquence est
connue. Il congoit alors 200 a 250 oligonucléotides simple brin d’une trentaine de
bases chacun : les agrafes. Ces agrafes sont congues de fagcon a avoir différents
domaines complémentaires avec différentes parties du scaffold afin « d’agrafer » et de
maintenir le scaffold dans la forme programmée grace a I'appariement de bases entre
les staples et le scaffold.

Ainsi, Rothemund met en évidence une nouvelle méthode d’auto-assemblage de
I’ADN en deux dimensions (2D) programmable et précise a I'échelle du nanométre. De
ce fait, il s’affranchit des limitations précédemment mentionnées concernant les
meéthodes d’auto-assemblages alors traditionnelles (polymérisation potentiellement
infinie, manque de contrdle précis de la taille et de la forme) et apporte une technique
qui permet d’avoir un meilleur rendement de synthése ainsi que de s’affranchir de la

dépendance stoechiométrique liées aux méthodes alors traditionnelles.

Figure 9 : Design d'un origami en 2D. Le brin noir
représente le scaffold, les brins colorés les agrafes. [23]
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Figure 10 : Différentes formes en ADN origami : design et vue en AFM. Barres d'échelles : b : 1 micrométre, c-f : 100 nm [23]

4. 2009 : Les origamis ADN en trois dimensions

En 2009, Douglas et al. étendirent cette méthode a la réalisation d’origamis ADN
en trois dimensions [24], permettant ainsi d’obtenir un auto-assemblage programmable
de nanostructures 3D de 10 a 100 nm avec une haute précision. Sont obtenues alors
plusieurs couches de doubles hélices d’ADN agencées entre elles en forme de nid
d’abeilles (Figure 11). La possibilité de réaliser des structures 3D en ADN permit
d’ouvrir un champ d’applications plus large lié a des nanostructures plus sophistiquées

comme nous le verrons dans la suite de cette thése.

Figure 11 : Design d'un ADN origami 3D. a : Schéma 2D de la forme cible déroulée. Le scaffold est représenté en gris, les agrafes
en orange, blanc et bleu, b : Modele cylindrique d'une structure intermédiaire. Chaque cylindre représente une double hélice,
¢ : Modéle cylindrique 3D de la structure cible une fois repliée, d : Modéle atomistique réalisé a partir de la forme présentée
enc.
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5. 2009 — 2011 : Les origamis ADN courbés

Toujours en 2009, Dietz et al. publient dans Science une méthode afin de réaliser
des structures tridimensionnelles en ADN origami comportant des twists et des
courbures contrélés [25]. Pour cela, ils congoivent des nanostructures origamis dont
les hélices d’ADN sont disposées en nid d’abeilles, et prévoient dans le design de la
structure des insertions ou délétions ciblées de bases sur certaines hélices. De ce fait,
les hélices comportant une ou plusieurs insertions/délétions par rapport aux hélices
adjacentes exercent un stress sur celles-ci, induisant ainsi une torsion ou une courbure
de la structure. La direction et I'angle de la courbure peuvent étre controlés et le rayon
de courbure maximal alors atteint fut de 6 nm. A titre de comparaison, le rayon de
courbure de ’ADN dans la nature lorsqu’il s’enroule autour des histones (principales
composants protéiques des chromosomes) est de 4,3 nm [26]. On peut également
comparer ce resultat a la longueur de persistance de 'ADN caractéristique de sa

rigidité qui est de 50 nm in vitro et 27 nm in vivo dans des cellules de mammiferes [27].

Figure 12 : Modélisation de nanostructures courbes ou twistées réalisables en ADN origami et développées dans la publication
de Dietz et al. [25] Credit image : Center For Integrated Protein Science Munich
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En 2011, Han et al. créent une nouvelle méthode de conception d’ADN origamis
courbes qui parait alors en couverture du journal Science (Volume 332, Numéro 6027)
(Figure 13). Cette méthode consiste a concevoir les nanostructures ADN a courbes
complexes directement en succession de doubles hélices circulaires concentriques et
paralléles entre elles (Annexe 5) [28]

A I'heure actuelle, ces méthodes et particuliérement la méthode d’insertion et de
délétion de bases sont les celles utilisées pour concevoir des ADN origamis courbes.
Cependant, le développement d’origamis ADN a courbes de plus en plus complexes
reste tant un défi de taille (notamment en ce qui concerne la conception informatique

de ces structures) qu’un enjeu pour le développement de plus amples applications.

15 April 2011 | $10

Figure 13 : Couverture du journal Science paru le 15 Avril 2022. Volume 332, Numéro 6027. Modélisation des nanostructures
ADN a courbes complexes réalisables développées dans la publication de Han et al. [28]
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Il. Méthodes de production des ADN origamis

1. Généralités

Pour produire un ADN origami, différentes étapes sont nécessaires et sont
résumeées dans la Figure 14 : choix de la forme (étape 1), design de la structure,
évaluation du design et détermination de la séquence des agrafes (étape 2),
préparation du scaffold et synthése des agrafes (étape 3), préparation d’aliquotes
d’agrafes (étape 4), auto-assemblage de la nanostructure (étape 5, dite étape de «
folding »), analyse de la qualité de folding et purification (étape 6), analyse de détails
structuraux (étapes 7). [29]

Step 1: conceive a target shape Step 2: design scaffold-staple layout, evaluate Step 3: prepare scaffold
design and determine staple sequences DNA and synthesize staple
oligonucleotides

HHITH

V- —

iy
L]

AU PO

) i

Step 4: pool staple oligonucleotides Step 5: run molecular self-assembly reactions Step 6: analyze folding quality
and puri
28828288885
sasdss .
/

Step 7: analyze structural
details

335

2
b+ 44

8500554

8608564

$
Temperature (°C)

Figure 14 : Etapes de production d'un ADN origami [29]

2. Etape 1 : Choix de la forme

Le choix de la forme d’un origami se fait en fonction de I'application pour laquelle il
est synthétisé, ou encore en fonction de ce qu'il servira a démontrer (par exemple :

faire des structures courbes plus complexes) [29].
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3. Etape 2 : Design

3.1. Regles de design

On peut choisir de faire une structure comprenant une ou plusieurs couches de
double hélices d’ADN, agencées en carrés ou en nids d’abeilles les unes par rapport
aux autres [29-32] (Figure 15a). On peut aussi agencer les doubles hélices en
hexagone les unes par rapport aux autres (Figure 15b), bien que plus rarement utilisée.
Comme cette structure a la plus haute densité de matériel entre les trois (carrés, nids
d’abeilles et hexagone), c’est elle qui aura le plus de probabilité de montrer la plus

grande résistance aux twists et aux compressions [32].

A

/

Figure 15 : Différents agencements possibles de double hélices d'’ADN. Chaque cylindre représente une double hélice. A :
Agencement en carrés (a gauche), agencement en nids d'abeilles (a droite) [29]. B : Agencement en hexagone [32].

Aussi, selon la forme de la structure et le nombre de couches de doubles hélices
d’ADN, la structure aura une stabilité thermique et une résistance aux nucléases
(enzymes catalysant la scission des acides nucléiques) différentes. En regle générale,
les origamis ADN sont plus résistants aux enzymes de dégradation que des plasmides
car ils sont protégés par 'agencement proche des domaines d’ADN de la double hélice
au sein de la nanostructure, ce qui en fait des objets intéressants pour I'encapsulation

d’agents actifs pour le ciblage thérapeutique [29].

Comme détaillé préecédemment ans un origami, les domaines d’une double hélice
sont connectés aux domaines des doubles hélices adjacentes grace a des cross-over
multiples (Figure 16). [29]
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c

L

Figure 16 : Concept du design d'ADN origamis. Le scaffold est représenté en blanc (hors cylindres), les agrafes en couleurs [29].
a : Différentes représentation d’une double hélice d’ADN seule, b : Différentes représentations des jonctions (multiples cross-
overs) entre deux doubles hélices d’ADN adjacentes, c : Représentation du chemin d’un scaffold seul pour différentes formes
(ne se maintiendrait pas seul comme cela, il s’agit seulement d’une représentation), d : Scaffold et agrafes maintenant le
scaffold dans différentes formes, e : Représentation de différentes nanostructures (un cylindre étant une double hélice d’ADN).

Dans le cadre d’'un agencement des hélices en nid d’abeille, les cross-over doivent
étre placés a un multiple de 7 bases I'un de l'autre. En effet, d0 a I'hélicité de ’'ADN de
forme B dont le pas est considéré pour le design de 10,5 paires de bases (un tour
d’hélice toutes les 10,5 paires de bases), le cross over d’'une double hélice avec une
des trois hélices adjacentes sera possible toutes les 7 pb. Pour que deux cross-over
soient faits entre deux mémes double hélices, il faudra utiliser un multiple de 21 pb.
[29]

Dans le cadre d’'un agencement des hélices en carrés, si I'on suit le méme principe
il faudrait placer les cross-over toutes les 5,25 bases (21 paires de bases divisées par
4 doubles hélices voisines). En pratique, cela se traduirait soit par un placement des
cross-over a intervalle non constant, soit en plagant les cross-over aux multiples de 8
pb (32 pb pour faire deux cross-overs entre les deux mémes double-hélices). Cela
conduirait a considérer le pas de la double hélice de 10,67 pb et donc d’induire un twist
global de I'origami qu'il faudrait ensuite corriger. [25] [29]
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Le scaffold comme les agrafes peut faire I'objet de cross-overs. Afin d’obtenir un
origami stable, il est souhaitable de décaler les cross-overs du scaffold de ceux des

agrafes de 5 ou 6 bases (correspondant a un demi-tour de la double hélice : 180°).

La taille des agrafes doit &tre comprise entre 18 et 50 bases, une agrafe de moins
de 18 bases risquant d’étre moins stable a température ambiante. La longueur
optimale d’'une agrafe doit étre atour de 40 bases. Les agrafes s’hybrident a différentes
parties du scaffold formant ainsi différents domaines de tailles différentes. La longueur
optimale des domaines pour une structure multicouches a agencement en nid
d’abeilles était initialement considérée de 2,1 a 2,4 nm (soit 6 a 7 bases) d’aprés la
publication de I'équipe de Dietz en 2011 [29]. Un an plus tard, Ke, Bellot et al.
montrérent que le fait de positionner les agrafes de fagon a ce que chaque agrafe
inclue une séquence continue de 14 nucléotides s’hybridant a une séquence continue
de scaffold de 14 nucléotides également améliore grandement les rendements d’auto-

assemblage de la nanostructure [33].

Enfin, le design d’ADN origamis courbes peut-étre réalisé dans une certaine limite
par l'insertion et la délétion de paires de bases, comme vu précédemment [25]. La
conception d’angles est également possible, méme pour un origami multicouches. I
s’effectue en concevant des « sauts » de segments de la double hélice, ceux-ci étant

dans la mesure du possible des multiples du pas de I'hélice (10,5 pb) (Figure 17) [34].

34



|

1t
TE
L Al

‘_,

0 A,

] 1

4 \

C) 9 : a

%4, 7

[ s &

| TS S |
000 s -

Figure 17 : Design d'angles pour des origamis multicouches. De gauche a droite : Section transversale d’'un ADN origami
multicouches (A et B : agencement en nids d’abeilles, C: agencement en carrés), modélisation de I’angle d’un origami 3D
multicouches en vue de cété (au milieu a gauche) et vue de dessus (au milieu a droite), diagramme de brins de la section
montrée dans les modélisations (les lignes colorées en pointillés indiquent les segments de la double hélices supprimés pour
produire I'angle). [34]

Toutes ces régles doivent concorder pour former la nanostructure de la forme et
taille choisie par le concepteur. Cependant, le nombre et la longueur des agrafes
doivent respecter la longueur totale du scaffold choisi (8064 bases, 7560 bases, 7249
bases...).

3.2. Logiciels de design
Les régles énoncées au 3.1. de ce chapitre sont valables pour le logiciel caDNAno,

principal logiciel de design utilisé pour les ADN origamis. Il s’agit d’'un programme

Python open source (https://cadnano.org/) développé en 2009 par I'équipe de William

Shih a I'Université de Harvard [35]. Le logiciel propose une interface utilisateur 2D avec
deux vues : une représentation schématique des brins d’ADN et une vue schématique

de la section transversale de la nanostructure (Figure 18).
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Figure 18 : Interface du logiciel caDNAno et processus d'utilisation. a : Capture d'écran de l'interface de caDNAno tel que décrit
en 2009. A gauche : vue transversale d'un agencement d'hélices en nids d'abeilles, ol les doubles hélices peuvent étre ajoutées
au design. Au milieu : Panneau permettant I’édition du scaffold et des hélices. A droite : Panneau de rendement affichant une
modélisation 3D en temps réel de la structure (n’existe plus dans la version actuelle du logiciel : version 2.5.2), b : Design exporté
au format SVG de la structure présentée en a, avec le scaffold (en bleu foncé), les agrafes (en couleurs) et leurs séquence, c :
Panneau d’édition au début du design : de courts brins correspondant au scaffold (fleches bleues) sont ajoutées au panneau au
fur et a mesure que les hélices sont ajoutées dans le panneau montrant la vue transversale, d : Panneau d’édition apres que
I'utilisateur ait transformé les brins présents en c en un scaffold circulaire de la longueur désirée, e : Panneau d’édition apres avoir
activé la fonction « autostapling » qui permet de générer un set par défaut d’agrafes ainsi que leurs cross-overs. L’optimisation
du design selon les régles précédemment citées doit étre faite a la main. Ensuite, on peut générer les séquences des staples, f :
Modeéle 3D exporté depuis le panneau de rendement [35].

caDNAno a néanmoins différents inconvénients : il est difficile d’avoir une idée de
la structure sans vue 3D, I'optimisation des agrafes et le routage du scaffold doivent
étre faits manuellement selon les régles précédemment citées en 3.7, caDNAno
considére le pas de la double hélice dADN comme étant de 10,5 pb contre 10,34 en
réalité créant ainsi une légére courbure des structures [34], le design de structures
courbes complexes est compliqué [25].

Cependant, ce logiciel a 'avantage de permettre le design des ADN origamis et
notamment d’avoir une génération automatique d’agrafes en fonction de la structure
donnée au scaffold par l'utilisateur. Il permet ainsi de choisir le scaffold que l'on
souhaite utiliser et d’ainsi exporter directement la séquence des agrafes sous forme

de fichier Excel ou Numbers.
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Ainsi, caDNAno est le logiciel utilisé a I'heure actuelle pour la conception

ascendante (« bottom-up ») d’ADN origamis.

D’autres logiciels de design de nanostructures ADN furent développés ou le sont
encore (Figure 19, Annexe 6) [36,37]. Parmi eux, on peut citer les plus récents
MagicDNA permettant de réaliser plus rapidement des ADN origamis complexes
(https://github.com/cmhuang2011/MagicDNA) [38] et ENSnano qui a pour objectif de

permettre de réaliser des structures courbes complexes non réalisables avec les

précédents logiciels (http://www.ens-lyon.fr/ensnano/).

+ 2021 SNUPI
. 2009 cadnano - 2015 vHelix ' ZOIZO Adenita
désign Tiamat : oxDNA { ATHENA
e . NUPACK : 2014 3DNA , 2019 PERDIX
analysis 1 2008 . 2013 DNA Pen i ] TALOS
2006 2011 CanDo! | § WS
, 1994 ,2003 ! 4 ‘ i ¢ .2016 DEADALUS
: : o P! iHex-Tiles
p— i 1 I | PR H ‘l L1l t | { | P ]
! L4 L l T 1 ] L L] ! T [ ' v ! i \J . i 1
1980 ' 1990 1995 2000 2005 : 12010 i 2015

; 1982 Seeman, J. Theor. Biol.
“Nucleic acid junctions and lattices”

- 1991 Chen & Seeman, Nature
“Synthesis from DNA of a molecule

2006 Rothemund, Nature
“Folding DNA to create nanoscale shapes and patterns”

- 2009 Douglas et al., Nature
* “Self-assembly of DNA into nanoscale

three-dimensional shapes”

2012 Wei et al., Nature
“Complex shopes self-assembled from
single-stranded DNA tiles”

- 2012 Ke et al., Science
“Three-Dimensional Structures
Self-Assembled from DNA Bricks”

with the connectivity of a cube”

Figure 19 : Vue d'ensemble du rapide développement des logiciels de design ou d’analyse (en haut de la frise) ainsi que
certaines nouveautés expérimentales (en bas de la frise) dans le champ des nanotechnologies a base d'ADN (pas uniquement
ADN origamis) [36]

A noter que tous les logiciels de design d’ADN origamis actuels ne se basent pas
sur une conception ascendante (« Bottom-up », partir du design pour arriver a la
forme). Certains utilisent une approche « Top-down » (partir de la forme pour arriver

au design) comme par exemple le logiciel Daedalus (https://daedalus-dna-

origami.org/) [39].
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3.3. Logiciels d’analyse et modélisation

On retrouve sur la Figure 19 certaines plateformes qui permettent I'analyse et la
modélisation de structures en ADN comme par exemple CanDo (Computer-aided

engineering for DNA origami, https://cando-dna-origami.org/) [34] ou oxDNA

(https://oxdna.org/) [40]. Ces plateformes permettent de soumettre un design réalisé

(par exemple sur caDNANo) et de prévisualiser sa structure finale avant de passer a

I'étape de la synthése de la structure.

4. Etape 3 : Préparation du scaffold et synthése des agrafes

4.1. Préparation du scaffold

Les scaffolds utilisés pour les ADN origamis sont le plus souvent dérivés du
geénome du bacteriophage M13 et sont composés de 7249 bases, 7560 bases ou 8064
bases. En 2015, Kick et al. décrivent une méthode de production de ces scaffolds a
partir de la fermentation a haute densité cellulaire d’Escherichia coli (infectée par le
phage) dans un bioréacteur a cuve agitée [41]. Cette méthode permet de multiplier par
deux le rendement de synthése de I'ADN obtenu par rapport aux méthodes
précédentes [42].

Initialement, le génome du bactériophage M13 est de 6407 nucléotides mais on
peut y insérer des séquences additionnelles afin d’obtenir un plus grand nombre de
nucléotides (et donc in fine, un plus grand scaffold pouvant potentiellement servir a
réaliser de plus grands origamis) [43,44].

En 2019, I'équipe de Dietz publie des méthodes additionnelles pour synthétiser des
scaffolds aux tailles customisées en déplagant certaines séquences d’ADN du phage
a un plasmide « helper ». De ce fait, il réduit la taille du phage (et donc du futur scaffold)
tout en conservant les séquences dans un un « plasmide helper » aidant la production
du phage a taille réduite par E. coli. Ces méthodes permettent de synthétiser des
scaffolds allant de 234 a plus de 2000 bases (Figure 20A) [45]. En 2013, Said et al.
avait déja décrit une méthode pour obtenir un scaffold de 704 nucléotides (permettant

de réaliser des origamis avec dix fois moins d’agrafes différentes). Celle-ci consistait
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a exciser deux parties du génome de M13 grace a des enzymes de restriction puis

d’utiliser la T4 ligase pour lier ces parties en un scaffold circulaire (Figure 20B) [46].
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Figure 20 : Exemple de deux méthodes différentes pour obtenir un scaffold de taille réduit par rapport au génome du bactériophage
M13. A : En haut : Production normale de scaffold (détaillée dans le premier paragraphe), en bas : Production de scaffold de taille
réduite telle que décrite par I’équipe de Dietz en 2019 [45], B : Production d’un scaffold de taille réduite par excision et ligation de

séquences du scaffold, méthode décrite par Said et al. en 2013 [46].



D’autres techniques de production de scaffold sont décrites dans la littérature, par
exemple I'amplification par PCR d’un ADN double brin avant de le dénaturer pour
obtenir le scaffold (Figure 21) [24,47,48] ou encore I'amplification par PCR
asymetrique [39].

( A) ——  5'Primer
——0 Biotinylated 3’ Primer
Source DNAARA R A RN NI

lPCR

SNV EARAD SR

(B)
(C) N Scaffold

Figure 21 : Méthode de production de scaffold simple brin. A : PCR avec une amorce biotinylée en 3', B : Le produit de PCR
est liée a des billes magnétiques coatées de streptavidine, C : Dénaturation des brins d'ADN par dilution dans une solution
d'hydroxyde de sodium (NaOH), le brin non biotinylé est alors collecté et utilisé comme scaffold [47].

En revanche, ces approches par PCR produisent de moins grandes quantités de
scaffold que les approches biotechnologiques décrites dans les deux pages
précédentes qui peuvent méme étre utilisées pour produire des scaffolds
industriellement (New England Biolabs — Ipswich, USA; Tilibit — Garching bei
Menchen, Deutschland ; Bayou Biolabs — Metairie, USA) [34].

4.2. Synthese des agrafes

Initialement, les agrafes n’étaient pas congues pour s’hybrider avec I'entiéreté du

scaffold [24]. A I'heure actuelle, davantage d’agrafes sont utilisées pour s’hybrider
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avec le scaffold dans son ensemble. Pour chaque origami, 200 a 250 oligonucléotides

sont requis (chacun mesurant entre 18 et 50 bases, comme vu précédemment) [29].

Différentes méthodes de synthéses des agrafes sont possibles : synthese en
phase solide de ’'ADN [49], amplification enzymatique d’ADN synthétisé sur puce [50]
ou encore la production enzymatique d’oligonucléotides aprés digestion par des
endonucléases d’un long ADN simple brin [51]. Une possibilité pour se procurer les
agrafes est aussi de commander aupres d’'une compagnie qui utilisera 'une de ces
meéthodes pour produire les agrafes [34].

A noter que Praetorius et al. ont développé en 2017 une technique de production
de masse des origamis afin de réduire les colts engendrés par la synthése de scaffold
et d’agrafes. Le principe de cette technique consiste a construire des phagemides qui
seront exprimés par E. coli et pourront comprendre a la fois la séquence du scaffold
(en bleu sur la Figure 22d) et celles des agrafes (en couleurs sur la Figure 22d) ainsi
que des séquences de DNAzymes (en noir sur la Figure 22d). Ces derniéres pourront
induire une coupure qui libérera le scaffold et les agrafes qui pourront étre utilisés pour

I'étape d’auto-assemblage [52].

a Target design b Construction of staple phagemids
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Figure 22 : Etapes de la production biotechnologique d'agraphes et de scaffold [52]
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5. Etape 4 : Préparation d’aliquotes d’agrafes

Lors de la synthése des agrafes par une compagnie, cette derniére les dispose
dans des boites comprenant 96 puits : dans chaque puits se trouve une agrafe
différente. Un origami ADN se composant de 200 a 250 agrafes, il est possible de
classer les agrafes par catégorie. Par exemple sur la Figure 14 (voir page 27), il est
possible de distinguer trois grands groupes d’agrafes que l'on pourrait nommer
« bras », « corps » et « jambes ». Lors de la réception des boites d’agrafes, on peut
alors regrouper dans des tubes eppendorf et a des concentrations précises chacun de
ces types d’agrafes (respectivement tubes bleu, rouge et jaune sur la Figure 14), par
exemple 500 nanomolaires. Cette étape permet également de disposer de stocks
d’agrafes que I'on conservera a -20° celsius sans devoir décongeler les boites 96 puits

a chaque utilisation des agrafes. [29]

6. Etape 5 : Auto-assemblage : « Folding »

L’auto-assemblage ou « folding » de l'origami ADN consiste a mélanger les
différents composants de l'origami et a y appliquer un processus de dénaturation —
renaturation afin que les brins s’hybrident par complémentarité de bases et donc que
la structure se plie. L’objectif est d’obtenir TADN origami le mieux replié possible (de

la fagon congue), avec le meilleur rendement possible [29,34].

Pour cela, on mixe le scaffold et les agrafes dans un tampon aqueux au pH contrélé
(pH = 8) et on y ajoute un cation divalent, le plus souvent du chlorure de magnésium
(MgCl2). En effet, TADN étant chargé négativement du fait de sa forte teneur en
phosphates, on observe une répulsion électrostatique des brins d’ADN entre eux qui
peut géner le repliement en la structure souhaitée. On ajoute donc le chlorure de
magneésium pour neutraliser ces charges [29,34].

Dans la plupart des cas, on met les agrafes 5 a 10 fois en excés par rapport au
scaffold, afin de favoriser I'hybridation des agrafes n’ayant pas subi d’erreur de
synthése en ce qui concerne la séquence [29,34].

Tous ces parameétres sont modifiables et 'on doit tester différentes conditions afin

de trouver les meilleures conditions de folding lors de la synthése d’un nouvel origami.

42



On peut donc : modifier la concentration de scaffold (par exemple 10 nM, 20 nM ou
autre), modifier la stoechiométrie entre le scaffold et les agrafes (agrafes 5 fois en
exces, 10 fois, autres), modifier la concentration en chlorure de magnésium (par
exemple 10 mM, 20 mM ou autre) [23,25,29,34].

La technigue communément utilisée pour dénaturer puis renaturer 'ADN est de
faire varier la température. On commence donc par chauffer le mélange autour de
65°C ou 80°C selon les origamis, puis on descend graduellement en température
jusqu’a atteindre une température ambiante. La encore, ces paramétres sont
modifiables et doivent étre testés lors du folding d’'un nouvel origami. On peut jouer sur
les différentes températures mais également sur la vitesse a laquelle on décroit la
température (moins un degré par minute, par 10 minutes, par heure, ...) [29,34]. A
noter que d’autres techniques de folding isotherme existent, avec [53] ou sans agents
dénaturants [54].

Il a été décrit que les origamis monocouches se replient plus rapidement (quelques
heures) que les origamis multicouches qui explorent davantage de conformations

(quelques jours) [29].

En 2019, Dietz a montré que le folding se déroulait a travers la formation de
domaines plutét qu’a travers I'’hybridation directe de tout une agrafe au scaffold. A cette
occasion, il a aussi été montré que les domaines longs s’hybridaient a plus haute
température que les domaines courts et qu’il y avait peu ou pas de corrélation entre
les propriétés de la séquence d’'un domaine et sa cinétique d’hybridation. Cette
derniere observation indique que c’est un effet coopératif dépendant de la topologie
globale de I'origami et non un effet local qui détermine que domaine se formera a quel
moment. Ainsi, la séquence des éveénements dans le repliement de I'origami ne peut

pas étre gouverné par des régles simples de design [55].

Lors du folding, d’autres produits que I'origami attendu peuvent se former en plus
ou au lieu de celui-ci : par exemple des origamis mal repliés ou encore des agrégats.
A lissue du folding, en plus de ces potentiels produits ainsi que de l'origami, on
retrouve I'excés d’agrafes non hybridées [34]. Ainsi, une étape de purification est

nécessaire.

43



7. Etape 6 : Purification et analyse de la qualité de folding

Différentes méthodes permettent la purification d’origamis une fois foldés. Parmi
elles, la purification sur gradient de glycérol [56], la précipitation par ammonium sulfate
[57], la précipitation au polyéthylene glycol (PEG) [34], la purification par
électrophorése sur gel d’agarose [34,58], la filtration selon la taille [34], la
chromatographie par exclusion de taille (SEC) [34] et I'ultracentrifugation [34]. Ici nous
parlerons surtout de deux d’entre elles : la purification par électrophorése sur gel

d’agarose et la PEG précipitation.

La purification par électrophorése sur gel d’agarose des ADN origamis consiste en
une migration des composants du mélange apres folding entrainés par un courant
électrique (électrophorése) dans une cuve emplie d’'un tampon contenant du
magneésium. L’agarose forme alors des mailles qui laissent plus ou moins passer
I’ADN. Lorsqu’on considére de ’ADN linéaire double brin, plus 'ADN est petit (nombre
de paires de bases réduit), plus il migre loin. Concernant 'ADN origami, plus celui-cCi
est compact, plus il migrera loin a travers les mailles, indépendamment de son nombre
de bases. Par exemple, sur la Figure 23 on peut voir en comparant les bandes
correspondant a I'origami replié que celui-ci se situe entre 1000 et 3000 paires de
bases si I'on en croit le marqueur (réalisé a partir d’ADN non-origami). Or, I'origami en
question posséde 7560 paires de bases. La raison pour laquelle il migre aussi loin
malgré son nombre élevé de nucléotides est que sa structure 3D compacte lui permet
d’aller plus loin dans les mailles d’agarose [59]. Ainsi, deux origamis ayant le méme
nombre de paires de bases peuvent migrer differemment en fonction de leur
compaction et de leur structure. Cela permet notamment une premiére analyse de la
qualité de folding avant toute analyse des détails structuraux [34]. A noter que la
visualisation des acides nucléiques aprées électrophorése sur gel d’agarose se fait

grace a I'ajout d'un intercalant de 'ADN (par exemple le SYBR-Safe).
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Figure 23 : Analyse du folding d'un origami par électrophoreése sur gel d'agarose. Sens de migration : du haut vers le bas. M :
Marqueur. Bande trés épaisse en bas du gel : excés d’agrafes.

En revanche, I'analyse de la qualité de folding précédemment mentionnée n’est
pas possible avec d’autres techniques comme avec la PEG précipitation qui consiste
a précipiter les origamis et autres grosses structures avec des molécules de PEG et
d’ainsi éliminer les agrafes en excés. De plus, la PEG précipitation ne permet pas de
séparer les agrégats possiblement formés au cours du folding et autres origamis
potentiellement mal repliés. Ainsi, bien qu’elle ait un meilleur rendement que la
purification sur gel d’agarose ou il faut extraire la bande d’intérét du gel, elle ne
demeure pas adaptée a tous les ADN origamis (elle est adaptée pour les origamis

ayant un rendement de folding de quasiment 100%). [34]

Dans la publication « How we make DNA origami » de I'équipe de Dietz parue en
2017, les auteurs comparent différentes méthodes de purification. lls y proposent deux
tableaux comparatifs de cing des différentes méthodes de purification sus-citées
(Figure 24) [34].
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Figure 24 : Comparaison de différentes méthodes de purification d'ADN origamis [34]

8. Etape 7 : Analyse des détails structuraux

Lorsque I'analyse de la qualité du folding et la purification sont réalisées, différentes

meéthodes sont alors utilisables [60] pour analyser les détails structuraux des ADN

origamis.

Les méthodes les plus fréquemment utilisées sont I'imagerie en microscopie

électronique a transmission (en coloration négative aprés coloration a I'uranyl acétate

ou a l'uranyl formate, ou en cryo-microscopie électronique) et la microscopie a force

atomique [29].

Tandis que la microscopie a force atomique (AFM) peut permettre I'étude de

changement conformationnels d’ADN origamis [61,62], la microscopie électronique

permet de réaliser des classifications 2D des molécules observées en coloration

négative (moyenne de différentes images) [59] et peut aussi permettre la résolution de
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structures en origami a trés haute résolution, notamment grace a la reconstruction 3D

d’'images prises en cryo-microscopie (Figure 25) [63].
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Figure 25 : Reconstruction en cryo-microscopie électronique (cryo-EM) d'un ADN origami en 3D. A : Représentation
schématique du design (coupe transversale) comprenant 82 doubles hélices paralléles agencées en carrés, B : Image de
microscopie électronique (barre d'échelle : 50 nm, C : Classifications 2D, D : Six vues orthogonales de la reconstruction 3D
réalisées a partir d’images de cryo-EM

9. Oligomérisation/Polymérisation

Les ADN origamis peuvent donc se replier en structures de I'ordre de la centaine
de nanometres. Cependant, pour certaines applications il est nécessaire d’avoir des
oligomeéres et/ou polyméres d’ADN origamis [64,65]. Différentes méthodes peuvent

étre utilisées pour régir cette oligomérisation/polymeérisation.

La premiére consiste a concevoir dans le design des deux origamis que l'on
souhaite assembler des connecteurs. Ceux-ci sont en réalité des agrafes dont une
partie va s’hybrider avec le scaffold d’'un origami et I'autre avec le scaffold du second
origami. On peut également concevoir des connecteurs « sticky ends » (extrémités

cohésives) ou les agrafes « sortantes » de deux origamis (une partie reliée au scaffold,
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une partie simple brin libre) peuvent s’hybrider par complémentarité de bases. C’est
ce qui est utilisé par Mills et al. pour assembler les jambes et le piston d’une

nanomachine ensemble (Figure 26) [59].

A -'—"l‘lﬂ'ﬂ—

Figure 26 : lllustration schématique de la stratégie d'assemblage de la nanowinch. Celle-ci comprend deux origamis pour former un
trimére grdce a un ratio 1:2 (un piston central et deux jambes) [69]

La seconde méthode consiste a jouer non pas sur la complémentarité de brins par
appariement de bases mais sur la complémentarité de forme stabilisée par du « base
stacking » (Figure 27B) [66]. Le base stacking est en réalité du n-stacking appliqué
aux bases de I’'ADN (contenant des cycles aromatiques). Le n-stacking, ou empliement
n fait référence a des interactions attractives non-covalentes entre les liaisons © des
cycles aromatiques (Figure 27A) [67]. C’est également avec cette technique que
Wagenbauer, Sigl et Dietz arrivent a créer des origamis qui s’assemblent en structures

de l'ordre du gigadalton [64].
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Figure 27 : A : lllustration du base-stacking dans I'ADN (intrabrin, en vert) [67], B : Modélisation de I'assemblage d'ADN par
complémentarité de forme, stabilisée par base-stacking [66]

Une troisieme méthode consiste a compiler le base stacking et I'hybridation par
complémentarité de brins. C’est ce que réalise Tikhomirov et al. lors de leur synthése
de la Jonconde en ADN origami, mettant en évidence la réalisation d’'un réseau de
tuiles en ADN origamis polymérisées dans un ordre précis afin de former une structure

de I'échelle du micrométre (Figure 28) [65].

49



£

Sl '_ JHH%
£ljises

i

gl
%
-
i

Yield (%)

100
W2 x2
80 g4x4
g &0 08 x8
e}
o 40
>
20
0

Figure 28 : Réseau de tuiles en origami s'agengant dans un ordre précis pour représenter la Joconde. a : Design d'une tuile en
ADN origami, b : Modelisation de I'organisation des tuiles les unes par rapport aux autres, c : Assemblage en réseau des
tuiles (2x2, 4x4 et 8x8) sans motif, vue en AFM, d : Rendement estimé des réseaux sans motif, e : Assemblage en réseau des
tuiles (2x2, 4x4 et 8x8) avec motif, vue en AFM, f : Rendement estimé des réseaux avec motif [65]

Sur ce méme principe, la méme équipe décrit un an plus tard en 2018 un autre
réseau de tuiles en ADN origami dont les tuiles s’assemblent entre elles grace a de la
complémentarité de brins mais aussi grace a du base-stacking. Ici, les tuiles peuvent

étre remplacées par d’autres grace a du déplacement de brin (un brin 1 ayant une
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meilleure affinité/complémentarité de bases pour un brin 2 qu’un brin 3 va déplacer le
brin 3 alors lié au brin 2 en s’hybridant a sa place avec le brin 2). Si ces brins sont liés
a des tuiles en ADN origamis, alors on observe un déplacement de tuile provoqué par
le déplacement de brin (Figure 29A). Dans cette publication, les tuiles ont des motifs
X, O ou aucun motif ce qui permet de réaliser un jeu de morpion a I'échelle
microscopique en remplacant tour a tour les tuiles sans motif par des tuiles « X » ou
« O » pour jouer (Figure 29B) [68].
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Figure 29 : A : Principe du déplacement de tuiles d'’ADN origamis, B : Design et observation en AFM du jeu du morpion [68]

lll. Conclusion

En conclusion, 'ADN est une molécule de choix pour ses qualités d’auto-
assemblage programmable. Celles-ci sont particulierement utilisées pour synthétiser
des ADN origamis, nanostructures customisable de l'ordre d'une centaine de

nanometre pouvant s’oligomériser/se polymériser en de plus grandes structures
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(jusqu’au gigaDalton). Ces ADN origamis sont composés d’un scaffold (long ADN
simple brin) maintenu en une forme prédéfinie par différents olignucléotides simple
brins : les agrafes (ou staples).

Les ADN origamis peuvent avoir diverses applications: biophysiques,
photoniques, plasmoniques, microélectroniques, diagnostiques, applications en
biologie structurale [34]. Dans la seconde partie de cette thése, nous nous
intéresseront uniquement aux potentielles applications thérapeutiques de cette

nanotechnologie.
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Partie 2 :

Potentielles applications thérapeutiques des
ADN origamis
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Partie 2 : Potentielles applications thérapeutiques des ADN

origamis

. Adressage des ADN origamis

Le ciblage de cellules par les ADN origamis est un challenge important de domaine

d’études, d’autant plus lorsqu’on envisage des applications thérapeutiques.

Par exemple, des liens lipides-ADN peuvent étre employés pour la délivrance de
médicaments aux cellules (« drug delivery ») [69]. De plus, certaines techniques ont
montré leur efficacité pour prévenir 'agrégation des molécules de cholestérol pouvant
affecter le contrdle structural de la molécule : employer des séquences d’ADN avec le
minimum de formation de structures secondaires, inclure une queue poly-T précédent
I'étiquette cholestérol plutét que des nucléotides a base de guanine et incorporer des
extrémités libres simples brins a c6té du groupe cholestérol lors du design de 'ADN

origami. [70]

En cas de ciblage d'un récepteur spécifique, des ligands [71], aptameres [72],
anticorps et nanobodies [73] peuvent étre couplés a ’ADN origami, par exemple par
l'intermédiaire de click-chemistry [74].

De plus, Angelin et al. ont développé des structures d’origamis multi-échelles
comme interface pour les cellules (MOSAIC) qui permettent 'adaptation de géométries

de I'échelle du nanomeétre a celle du micrometre [75].

En I'absence de la capacité a lier un récepteur spécifique, 'ADN origami peut-étre

décoré avec un peptide de pénétration cellulaire [71].

Enfin, des techniques chimiques de conjugaison de 'ADN peuvent étre utilisées
pour cibler la surface des bactéries, par des approches covalentes (oxydation au
peroxyde de sodium, photo-crosslinking) et non-covalentes (insertions
hydrophobiques de lipides par exemple en attachant des molécules de cholestérol a

I'extrémité d’un brin d’ADN, liaison a un aptamére et conjugaison bactérienne a ’ADN
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en utilisant une bactérie génétiquement modifiée pour exprimer les protéines His-tag

a la surface) [76].

Il. Potentielles applications thérapeutiques

1. Potentielles applications en néphrologie

La rhabdomyolyse (lyse musculaire) conduit a une libération de ROS (Reactive
Oxygen Species) par la myoglobine. Ceux-ci induisent une oxydation des cellules
épithéliales des tubules rénaux, les endommageant et provoquant ainsi une
insuffisance rénale aigue [77,78].

Les bases de 'ADN étant oxydables, un rectangle en ADN origami est décrit en
par Jiang et al. [77,78] comme « piége » pour les ROS (Figure 30). Trois ROS majeurs
furent testés in vivo chez le modéle murin ayant une insuffisance rénale aigue induite
par rhabdomyolyse : le peroxyde d’hydrogéne, les anions superoxydes et le radical
hydroxyle. Dans les trois cas, 'origami ADN s’avére efficace pour piéger les ROS, la
dose thérapeutique étant 400 fois plus basse chez le modeéle animal pour les ADN
origamis que pour la N-acétyl-cystéine, connue pour étre néphroprotectrice [79].
L’efficacité des ADN origamis dans ce contexte pourraient s’expliquer en partie par

leur accumulation dans les tubules rénaux [77].

Rhabdomyolysis-induced acute kidney injury

Renal tubular epithelial cells

Damaged cells

Figure 30 : ADN origami comme piége des ROS [77,78]

Dans l'insuffisance rénale aigué d’origine ischémique, une voix de réparation du
rein est de stimuler la réponse auto-immune. En 2021, Li et al. utilisent chez un modeéle
animal un radeau en ADN origami (nanoraft) sur lequel ils greffent des molécules

d’interleukine 33 (IL-33) [80]. Les nanorafts s’accumulant dans les tubules rénaux [77],
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ils permettent un relargage soutenu d’'IL-33 dans le tubule rénal, induisant une rapide
augmentation de lymphocytes T régulateurs (Treg) et des cellules lymphoides innées
de type 2 (ILC2s) qui permettent une réparation du rein (Figure 31). Le traitement par
nanoraft semble plus efficace que le traitement par IL-33 libres et laisse donc entrevoir
un nouvel outil thérapeutique contre I'insuffisance rénale aigué d’origine ischémique et

d’autres maladies rénales.
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Figure 31 : Mécanisme d'action du nanoraft dans I'insuffisance rénale aigué d'origine ischémique [80]

Chez le patient souffrant d’insuffisance rénale sévére, une hémodialyse est
nécessaire afin de suppléer la fonction rénale en dialysant le sang ex-vivo. Cependant,
le développement d’anticoagulants et d’antidotes sirs pour ['utilisation durant la
dialyse reste un challenge. En 2021, Zhao, Tian, Liu et al. décrivent un ADN origami
inhibant I'activité de la thrombine et donc la formation de thrombus [81]. Pour cela,
deux types d’aptameéres liant la thrombine sont greffés a ’ADN origami, permettant la
reconnaissance et [linhibition de la protéine (Figure 32). lls observent une
augmentation de I'anticoagulation dans le plasma humain, le sang frais et un modéle
murin. Si besoin, les oligonucléotides comprenant les séquences complémentaires
des aptaméres peuvent neutraliser I'effet anticoagulant. Enfin, cet origami est sar et
immunologiquement inerte chez la souris saine et n’induit aucun changement
détectable des fonctions hépatiques ou rénales ou encore des concentrations en

cytokines.

56



; . anel ' Vo
e 4 ‘3 Wiy, Ty, \
+ T Sl ML i +
— \&%\ ~ e 2N ,':“\ M'-. X ‘ .—'* \\\
Annealing %

M13 Staple + Capture DNA Origami DNA Aptarray+Thrombir
b |Blodin |Blood i
D_iaJysate out
all '/b?t:':' "I‘:"...' ‘-;.: ““““
© —
U)’\ e e I B
g . o f
o ~
”ﬁ Inhibition
Dialysate in , == »
I Blood out 1Blood out Thrombsis
Dialyzer Hollow fiber
% Aptamer TBA15 . Aptamer HD22 // Fibrinogen ) Fibrin
™ Platelet = Active platelet @ Thrombin @ Erythrocyte

Figure 32 : Mécanisme d'action de I'origami anticoagulant décrit par Zhao, Tian, Liu et al. [81]

2. Potentielles applications en diabétologie

L’agrégation du polypeptide amyloide humain des ilots (hIAPP) joue un rdle majeur
dans la pathogénése du diabéte de type 2, notamment du fait de sa toxicité sur les
cellules B des ilots de Langherans dans le pancréas [82]. En 2020, Hanke et al.
étudient les effets de deux nanostructures d’ADN origami (triangles, ou paquet de six
doubles hélices) [83]. Les mesures de turbidités indiquent que les ADN origamis
semblent retarder 'agrégation d’hlAPP tandis que les résultats AFM montrent une co-
agrégation d’hIAPP avec les origamis ADN, possiblement a cause des interactions
électrostatiques fortes entre ’ADN chargé négativement et le peptide chargé
positivement. Les ADN origamis représentent donc une nouvelle opportunité pour

moduler I'agrégation d’amyloide in vivo.

57



3. Potentielles applications en hépatologie

En 2021, Li et al. discutent brievement de l'intérét d’'une structure origami pour
charger des molécules de petit ARN interférent (siRNA) (Figure 33) et étre
potentiellement utilisés en thérapeutique du syndrome métabolique . Ce syndrome est
une association de problématiques complexes et inflammatoires, caractérisé par une
obésité centrale et un risque augmenté de maladies cardio-vasculaires. D’aprés eux,
comme il a été montré que les ADN origamis peuvent s’accumuler dans le foie et étre
de bons transporteurs de siRNA [84], alors ils sont de bonnes potentielles applications
pour la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) ansi que la stéatohépatite non
alcoolique (NASH) [85].

BT
Qo
o X oy
siBcl2 aa 3
183
- + S5
=
0
§ - 3 kb
< 1 kb = '
. ‘ 05kb M
[ DNP_] DNP

Figure 33 : Chargement du siRNA sur I'ADN origami
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4. Potentielles applications en inflammation, infectiologie et

immunologie

4.1. Inflammation

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie inflammatoire chronique induisant
des gonflement et douleurs dans les articulations et résultant a une synovite et une
limitation a se servir des articulations touchées, voire d’'un handicap. Dans le
développement de la PR, les macrophages pro-inflammatoires M1 expriment de forts
taux de ROS qui induisent I'inflammation de la synoviale et une érosion de 'os. Ma et
al. décrivent en 2022 un ADN origami en forme triangulaire (tDONs) modifié avec de
I'acide folique (FA-tDONs) [86]. Du fait de la propension des bases de I'ADN a étre
oxydés (voir 1. de ce chapitre), 'objectif était que cet origami piége les ROS et facilite
ainsi la transition du phénotype M1 (pro-inflammatoire) des macrophages au
phénotype M2 (anti inflammatoire) (Figure 34). Dans le modéle murin de PR, I'origami
attenue la progression de la pathologie en limitant I'inflammation (visible, histologique,

examens sériques).
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Figure 34 : FA-tDONSs : Mécanisme d'action d'un origami ADN dans le cadre d'un inflammation chronique (la polyarthrite
rhumatoide) [86]

59



4.2. Bactéries

L’antibiorésistance est un probléme de santé publique croissant qui nous rend de
plus en plus vulnérables face aux infections bactériennes. En 2020, Mela et al.
décrivent un ADN origami plan agissant comme une plateforme pouvant cibler les
bactéries grace a des aptameéres et leur délivrer de maniére spécifique du lysozyme
visant a ralentir la croissance bactérienne [87]. Cette plateforme (Figure 35) fut testée
et validée sur des bactéries a Gram positif (Bacillus subtilis) et Gram négatif
(Escherichia coli), cet outil permettant de ralentir la croissance bactérienne plus
efficacement que le lysozyme seul. Le fait de cibler et localiser le fait de délivrer
plusieurs molécules de lysozyme par bactérie réduit donc la quantité d’agent actif
nécessaire pour obtenir un effet antibactérien donné. Cette étude ouvre donc la voie
aux utilisations des ADN origamis dans la lutte contre I'antibiorésistance, ce systeme
pouvant s’adapter facilement pour transporter différentes charges vers différentes
cibles. Enfin, cet origami aurait le potentiel de bloquer des cibles spécifiques a la

surface grace aux aptameres, inhibant ainsi certaines fonctions bactériennes.
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Aptamer-functionalised DNA
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Figure 35 : Design de I'origami a visée antibactérienne [87]
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4.3. Virus

En 2020, Veneziano et al. étudient le réle de I'organisation des antigénes sur
'activation des lymphocytes B en utilisant un ADN origami [88]. Pour cela, ils
synthétisent un ADN origami de forme icosaédrique « virus-like » sur lequel ils greffent
des copies en différents nombres et différents emplacements de I'antigéne eOD-GTS8,
un ARNm de 60 nucléotides étudié actuellement comme potentiel vaccin contre le VIH-
1 (études de sécurité et dimmunogénicité, ClinicalTrials.gov, identifer:
NCT05414786). Cet antigéne est un domaine issu du domaine externe du VIH-1, la
glycoprotéine-120. lls montrerent que la signalisation des lymphocytes B était
maximisée par la disposition de cinq antigenes le plus espacés possible sur la surface
de l'origami en forme de virus. Espacer les antigénes de 25 a 30 nm augmente
I'activation des lymphocytes B. Egalement, la rigidité du scaffold est essentielle pour
une activation robuste des lymphocytes B.

Ces résultats permettent de concevoir des reégles qui pourraient étre utilisées dans
la conception de vaccins a base d’ADN origamis pour obtenir une réponse des

lymphocytes B optimisée.

Figure 36 : Origami ADN en forme de virus (icosaédrique) présentant 10 copies de I'antigene eOD-GT8 (barre d’échelle = 10
nm) [88]

En 2021, I'équipe de Dietz publie dans le journal Nature Materials une série de
capsides icosaédriques en ADN visant a piéger et ainsi neutraliser des particules
virales [89]. Plusieurs ADN origamis triangles s’assemblent par complémentarité de
forme (Figure 37) pour former ces capsides. Les différentes masses moléculaires des

capsides vont de 43 a4 925 MDa (8 a 180 sous-unités) et le diamétre de la cavité interne
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va jusqu’a 280 nm. L’intérieur de la capside peut étre fonctionnalisée avec des portions
spécifiques d'un virus. lls démontrérent ce concept en encapsulant les particules
virales du virus de I'hépatite B HBV (inhibant ainsi les interactions avec les surfaces in
vitro) et de virus adéno-associés AAV (neutralisant I'infectiosité du virus exposé a des

cellules humaines).
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Figure 37 : Design et modélisation des capsides (en haut) puis vue en cryo-EM et reconstructions 3D des capsides piégeant

les particules virales d'HBV [89]
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Par la suite, d’autres techniques de neutralisation ou de contrdle de la virulence de
virus par encapsidation avec des origamis furent publiées: [I'encapsidation
électrostatique de I'Herpés Simplex Virus 1 par des feuilles rectangles d’origamis
conjugués a de I'acide folique (Figure 37A) [90], les nanocages icosaédriques pour le
blocage du SARS-CoV-2 (Figure 37B) [91], les capsides icosaédriques de Dietz mais
cette fois en exploitant I'affinité de différents virus pour les protéoglycanes a sulfate
d’héparane (Figure 37C) [92] ou encore le nano-filet inhibiteur du SARS-CoV-2 (Figure
37D) [93].

Folic Acid-conjugated DNA Origami Herpes Simplex Virus 1 particle
Sheet (70x90 nm) (diameter 90-100 nm)

SARS-CoV-2

we HS @ Virus
. HS-modified
7 HSPG Y Recaptor DNA origami shell

o3 ‘ S
(X
o

ﬂc 3 o

Ced surface

Figure 38 : Différentes techniques de neutralisation de virus par encapsidation [90-93]
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5. Potentielles applications en cancérologie

L’enjeu des ADN origamis en cancérologie est de pouvoir obtenir une thérapie
ciblée permettant de détruire les cellules tumorales, avec une bonne biocompatibilité
et peu deffets indésirables (cibler spécifiquement les cellules tumorales),

contrairement aux chimiothérapies actuelles [94].

5.1. Drug delivery de doxorubicine

Dans la littérature, on retrouve de nombreuses descriptions d’origamis de
différentes formes servant de transporteur pour différentes molécules comme par

exemple des petits ARN interférents (siRNA) [84]. C’est le « drug delivery ».

Une autre molécule souvent incorporée aux ADN origamis pour étre ensuite
délivrée a une cellule cancéreuse cible est la doxorubicine (DOX), molécule
anticancéreuse étant un intercalant de 'ADN [95-98]. La Figure 39 montre le
processus de design et de synthése d’'un ADN origami ainsi que de son chargement
en doxorubicine [96]. Apres distribution in vivo, I'origami triangulaire démontre une
accumulation optimale dans la tumeur par rapport aux autres formes détaillées sur la
figure (accumulation passive), c’est pourquoi il fut choisi pour transporter la
doxorubicine. Apres imagerie par fluorescence et évaluations de sécurité, le DOX/DNA
origami montre une efficacité antitumorale remarquable sans toxicité observable chez
la souris nude portant la tumeur du sein. Cette étude montre donc le potentiel pour les
ADN origamis d’étre des plateformes pour un drug delivery sir et efficient de molécules

anticancéreuses in vivo.
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Figure 39 : Design et évolution in vivo du DOX/DNA origami

Dans ces travaux, il est question d’accumulation passive dans la tumeur. Pal et
Rakshit [98] proposent eux un ADN origami fonctionnalisé avec des folates et qui peut
donc cibler effectivement le récepteur aux folates a (FOLR1) surexprimé par les
cellules cancéreuses du cancer du sein triple négatif in vitro (Figure 40). Ainsi, ils
démontrent que ces ADN origamis adressés ciblent et tuent (grace au relargage de

doxorubicine) les cellules cancéreuses avec une meilleure efficacité qu’un origami non

adressé.
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Figure 40 : Représentation schématique d'un ADN origami fonctionnalisé avec des folates pour le relargage ciblé de
doxorubicine [98]

ljas et al. ont quant a eux démontré que le design de I'origami pouvait influencer le
chargement et le relargage de la doxorubicine [95]. En effet, ils observent une claire

corrélation entre la dégradation de 'ADN origami (DON) par les nucléases et le
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relargage de la doxorubicine alors que I'on sait que la structure et la rigidité des DON
ont un impact sur leur stabilité contre la dégradation (cf. précédemment). D’'un autre
c6té, une rigidité trop forte de I'origami du fait d’hélices trop compactées détériorerait
le chargement de la doxorubicine. Enfin, ils ont aussi observé qu’augmenter la quantité
de DOX chargée sur 'origami ralentit ensuite sa digestion, possiblement a cause
d’interférences entre la DOX et l'origami qui restreint 'acces que peut avoir la

nucléase.
5.2. Nanorobot et relargage de thrombine

En 2018, Li et al. congoivent un nanorobot en ADN consistant en un nanotube
enfermant dans sa cavité des molécules de thrombine [72]. Le nanotube est
fonctionnalisé avec un aptameére en ADN qui sert a la fois de molécule permettant
'adressage du nanorobot mais aussi d’élément déclenchant permettant I'ouverture
mécanique du nanorobot. Au contact de nucléoline (exprimée seulement par les
cellules endothéliales tumorales), le nanorobot change donc de conformation et
s’ouvre, permettant alors a la thrombine d’exercer son action coagulante et de créer
un thrombus, aboutissant lui-méme a la nécrose de la tumeur (Figure 41). Le
nanorobot a prouvé son efficacité, sa sécurité (pas d’'ouverture du nanorobot dans les
vaisseaux sains) et son caractere inerte immunologiquement chez la souris et chez le
porc Bama. Cette approche représente donc une stratégie prometteuse pour le drug

delivery en cancérologie.
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Figure 41 : Composition et mode d’action du nanorobot développé par Li et al. [72,99]
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5.3. Clustering de récepteurs induisant 'apoptose

L’organisation spatiale des récepteurs transmembranaires du facteur de nécrose
tumorale (TNF) est impliquée dans la régulation de la mort cellulaire. Ainsi, I'équipe de
Bjorn Hogberg a développé un ADN origami décoré de peptides analogues du TNF de
facon a induire une mort cellulaire, 5 nm étant la distance inter-ligands critique pour
des peptides placés de fagons hexagonale les uns par rapport aux autres pour induire
un clustering des récepteurs se traduisant par 'apoptose de la cellule (Figure 42) [100].

Peptide ORI —

-decorated DNA origami

Cell surface

Apoptosis

Figure 42 : Mode d'action de I'origami décoré d'analogues du TNF permettant le clustering des récepteurs DR5 et ainsi le
déclenchement de I'apoptose dans les cellules tumorales [100]
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Conclusion

En conclusion, la nanotechnologie des ADN origamis est une nanotechnologie
programmable permettant de créer des structures robustes qui s’auto-assemblent.
Celles-ci ont de nombreuses applications dans différents domaines
(microélectronique, biophysique, plasmonique, ...). En thérapeutique, ses applications
sont également variées (cancérologie, immunologie, ...) et peuvent toucher tous les

systémes (nephrologie, hépathologie, ...).

Si les nanotechnologies a base d’ADN et en particulier les ADN origamis
ouvrent des opportunités notamment grace a leur possible fonctionnalisation,
adressage et reconfigurations, elles ont aussi des enjeux et des limitations.

En effet, cette branche connait de nombreux challenges que ce soit en ce qui
concerne le design avec des limitations actuelles concernant les structures courbes
réalisables pour I'instant ou que ce soit sur les applications thérapeutiques. Les enjeux
dans ce champ-la concernent notamment l'intégrité structurale des ADN origamis dans
les tampons et milieux physiologiques, la résistance enzymatique aux nucléases ou

encore les voies de pénétrations dans la cellule lorsque nécessaire.
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Annexes

Double Helix Type

A

B

z

Overall proportions
Rise per base pair
Helix packing diameter
Helix rotation sense
Base pairs per helix repeat
Base pairs per turn of helix
Mean rotation per base pair
Pitch per turn of helix

Base-pair tilt from the perpendicular
Base-pair mean propeller twist

Helix axis location

Major groove proportions

Minor groove proportions

Glycosyl bond conformation

Short gnd broad
23A
255 A
Right-handed
1
~11
33.6°
24.6 A
+19°
+18°
Major groove

Extremely narrow but very

deep
Very broad but shallow

anti

Longer and lhin.ner
3.32A £ 0.19A
23.7A

Right-handed
1
~10
35.9° = 4.2°
33.2A

=127 x 41"

F16> 7P

Through base pairs

Wide and with
intermediate depth

Narrow and with
intermediate depth

anti

Elongated and slim
38A
18.4 A

Left-handed
9

12

= 60"{ 2

456 A

_90

~0°
Minor groove
Flattened out on helix

surface

Extremely narrow but very

deep
anti at G, syn at G

Annexe 1 : Comparaison des propriétés structures des formes d’ADN A, B et Z. [28]
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Annexe 2 : Représentation schématique de A : L’appariement de bases de Watson
et Crick (canonique), B : L’appariement de bases de Hoogsteen (non canonique).
[37]
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Annexe 3 : Structure de 'ADN forme B et structures non-forme B. [11]
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Annexe 4 : Schéma des étapes successives d’appariement et de recombinaison entre
deux brins d’ADN mis en évidence par Holliday. Les lignes pleines représentent des
brins d’ADN tandis que les lignes en pointillés représentent leurs brins

complémentaires. Le sens des brins est indiqué par les fleches. [12]
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Annexe 5 : Principes de conception d’ADN origami a courbes complexes en 3D [28]
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Author/

vear Type Target Sequence preparation Algorithm/limits rules
GIDEON Bicag ?;;‘; o Readjustment of basc pairs Proportional integral differential algorithm
Anderson et al. : < A 5
D ¥ . a e ¢ 5 @ i
SARSE 2008 [94] Miiiial iyt etz T loop and T extension editor 1.5 helical turn for crossovers
e i sequence under o . 1) Unique sequence limit
TIAMAT b 'll(;g':i‘; : lal.. arrangement consideration Random‘:::lcl;lu; r:f:e%uncrator 2) Repetition limit to prevent the same letter in series
- - i 3) Manual modification of GC portion
caDNAo Douglas et al., Arbitral connecting between - Every 21 base pairs with 2 helical turns
g 2009 [96] helices - Antiparallel staple crossovers
g;:ig’é Be,?)ﬂoéllil(:;l" 3D polyhedral Desired scaffold strand A-trail search algorithm with heuristically designed
').I) "}n ;01-6 (17 mesh sequence rules
DAEDAL Veneziano et al., Automatic No under or over-winding Priiti’s algorithm
us 2016 [102] sequence . condition HERS SN
TALOS Junetal.,, 2019 arrangement pon Edses of six-helix bundles Vertices of honeycomb-rod edges
’ : [103] £es 0f 50 i ) “mitered vertex™ (MV) motif arrangement
PERDIX Junetal,, 2019 2D wireframe Manually adjustable poly T Prim’s algor)uh-m. )
[104] loop nonmember’s spanning tree algorithm
Input/output file conversion between
5
tacoxDNA Sums et.aL; 2013 Web service Datafile type Given data file oxDNA, caDNAno, TIAMAT, CanDo. PDB, xyz,
106] conversion Y
[ LAMMPS input files
ATHENA Junet 3, 2020 Same as TALOS and PERDIX  Algorithm used in TALOS, PERDIX
: [107] Integrated Any design ) ) ) o
design under g Algorithm in Daedalus and semi-manual
2 i ' de "
ADENITA Visucetal, 2020 processing consideration Semi mamfall) defined strand modification from GUI into the sequence
[109] or structure

information

Annexe 6 : Différents logiciels (passés ou actuels) utilisés pour concevoir ou

analyser les nanostructures a base d’ADN [37]
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Abstract en Anglais

DNA Origami Nanotechnology: Potential Therapeutic Applications

DNA, or desoxyribonucleic acid, is known to be the support of genetic information. In
this thesis, we will focus on its structure rather than this function: the structure of a
double-helix with complementary base-paring between two strands. This base-pairing
(adenine with thymine, guanine with cytosine) was discovered by Watson, Crick and
Franklin in 1953 and allow the possibility of folding DNA into a designed structure. That
is what is called “DNA origami”. To do so, we use a long single stranded DNA (scaffold)
and we fold it in a preconceived shape thanks to short single stranded DNA (staples)
that will anneal different parts of the scaffold to maintain it in a specific shape. Thanks
to its properties of programmable self-assembly and to the robustness of DNA, DNA
origami technic is useful for various applications: biophysics, plasmonics, biomedical.
Here, we will first discuss the history and methods of production of DNA origamis
before discuss its potential therapeutic applications.

Keywords: DNA, origami, nanotechnology, microscopy, therapeutic innovation, drugs,
biotechnology
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Résumé en Francais

L’ADN, ou acide désoxyribonucléique, est connu pour étre le support de I'information
geneétique. Dans cette thése, nous ne nous intéresserons pas a cette fonction mais
plutdt a sa structure : celle d’'une double hélice droite dont les bases azotées
s’apparient deux-a-deux. En effet, cet appariement de bases (adénine avec thymine,
guanine avec cytosine) découvert par Watson, Crick et Franklin en 1953 permet
d’utiliser 'ADN pour le replier dans la nanostructure de notre choix, c’est ce qu'on
appelle « L’ADN origami ». Pour cela, on utilise un long ADN simple brin (le scaffold)
que I'on replie dans une forme prédéfinie grace a de courts brins d’ADN simples brins
(les agrafes) qui viennent s’hybrider a différentes parties du scaffold pour le maintenir
dans la forme congue. De par ses propriétés programmables et d’auto-assemblages
ainsi que par la robustesse de '’ADN, la technique des ADN origamis est une technique
de choix pour une grande variétés d’applications : biophysiques, plasmoniques,
électroniques, biomédicales. Ici, nous nous intéresseront dans un premier temps au
principe, a I'histoire et aux méthodes de production des ADN origamis avant d’aborder
le sujet de ses potentielles applications thérapeutiques.

Titre et résumé en Anglais : voir au recto de la derniére page de la
thése
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