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Résumé

La découverte du pouvoir catalyseur des ARN a entrainé un changement du dogme de la
biologie. Les protéines ne constituaient plus les seules entités responsables des activités
enzymatiques dans les cellules. De multiples études ont contribué a l'identification des
fonctions ainsi qu’a la compréhension des structures de ces enzymes a ARN. Ces
ribozymes se sont avérés impliqués dans de multiples processus biologiques, allant de la
réplication virale jusqu’a la synthése protéique chez les eucaryotes et les procaryotes.
Ceux impliqués dans la réplication virale sont responsables de la libération de la nouvelle
copie de génome par l'auto-clivage de cette derniere. Les ribozymes ayant cette activité
appartiennent a la famille des petits ARN auto-clivants. Les ARN de cette famille ont attiré
beaucoup d’attention en raison des différentes fagcons dont ils peuvent étre employés dans
la régulation de I'expression génique. Ceci a été fait par I'ingénierie des séquences de ces
ribozymes avec des méthodes manuelles et des sélections in vitro. Le tout a été possible
grace a de nombreuses recherches ayant permis la détermination des structures des
ribozymes auto-clivants, aboutissant a une meilleure compréhension des motifs
structuraux de 'ARN en général. Ainsi, I'ingénierie de ces ribozymes et d’autres ARN a
été préconisée pour leur application dans des thérapies géniques contre des génes viraux
et des genes impliqués dans le cancer. Les essais de ces ribozymes ont atteint des
phases cliniques ; ils ont par contre échoué. De ce fait, lorsque I'on prend en considération
les motifs structuraux ainsi que I'environnement de [I'application, l'optimisation de
'ingénierie des ribozymes pourrait aider a surmonter de tels échecs. Dans cette optique,
plusieurs outils bioinformatiques ont été développés pour la génération automatisée des

ARN synthétiques ayant des structures et des fonctions prédéfinies.

Dans le cadre de mon projet, nous nous sommes intéressés aux ribozymes en tant que
potentiels outils thérapeutiques et diagnostiques. Notre hypothése est qu'en combinant
des ribozymes thérapeutiques avec des biosenseurs, nous pourrions développer un circuit
logique applicable comme thérapie intelligente. Cette thérapie permet en parallele de
détecter des molécules indiquant ou non la présence d’'un cancer et dépendamment de
ces signaux de prendre la décision de tuer la cellule ou non. Au cours de la premiére
étape du projet, nous nous sommes penchés sur deux nouveaux programmes de
conception de ribozymes. Le premier, qui est nommé « Enzymer », est destiné a la
conception de ribozymes auto-clivants ayant des pseudonceuds, un motif de structure

secondaire indispensable a I'activité de plusieurs ARN. Nous avons utilisé ce programme



pour la génération de deux types de ribozymes dans le but de prouver l'efficacité de cet
outil ainsi que le développement d’'un « switch OFF » pour contrdler I'expression d’'une
protéine fluorescente chez les bactéries. Le deuxiéme outil était le service web « Ribosoft
2.0 », destiné a la conception de différents types de ribozymes actifs en trans. Nous avons
eu recours a ce logiciel dans le contexte de choix de ribozymes efficaces pour cibler des
ARNmM de protéines impliquées dans le cancer. En plus de I'utilisation de ces outils pour
nos objectifs de recherche, nous avons participé a leur optimisation a l'aide de nos

résultats expérimentaux.

En deuxiéme lieu, nous avons profité de la flexibilité des ribozymes pour développer des
biosenseurs détectant des protéines et des miARN qui peuvent étre appliqués comme
outils de diagnostics. Les ribozymes liant les miARN ont également été congus en utilisant
des méthodes computationnelles. Quant aux ribozymes détectant les protéines, une
sélection in vitro a été appliquée ; ce qui a mené a la génération d’aptazymes, qui sont la
combinaison d’'un aptamére et d’un ribozyme. Ces aptazymes ont été combinés avec un
aptamere et des billes fluorescentes, produisant ainsi des biosenseurs détectant des

protéines qui peuvent étre utilisées comme biomarqueurs de certains types de cancers.



Abstract

The discovery of the catalytic power of RNAs led to a change in the dogma of biology.
Proteins were no longer the only entities responsible for enzymatic activities in cells.
Multiple studies have contributed to the identification of the functions and the
understanding of the structures of the RNA enzymes. The ribozymes have been shown to
be involved in multiple biological processes, ranging from viral replication to protein
synthesis in eukaryotes and prokaryotes. Those involved in viral replication are
responsible for releasing of the new genome copy by the self-cleavage of the latter.
Ribozymes with this activity belong to the family of self-cleaving small RNAs. RNAs from
this family have attracted a lot of attention because of the different ways they can be
employed to regulate gene expression. This was done by engineering the sequences of
these ribozymes with manual methods and in vitro selections. All this has been possible
thanks to numerous researches that have allowed the determination of the structures of
self-cleaving ribozymes, leading to a better understanding of the structural motifs of RNA
in general. Thus, the engineering of these ribozymes and other RNAs has been advocated
for their application in gene therapies against viral genes and genes involved in cancer.
Trials of these ribozymes have reached clinical phases; however, they failed. Therefore,
when considering the structural motifs as well as the application environment, optimizing
ribozyme engineering could help overcome such failures. In this perspective, several
bioinformatics tools have been developed for the automated generation of synthetic RNAs

with predefined structures and functions.

As part of my project, we were interested in ribozymes as potential therapeutic and
diagnostic tools. Our hypothesis is that by combining therapeutic ribozymes with
biosensors, we could develop a logic circuit applicable as an intelligent therapy. This
therapy makes it possible, in parallel, to detect molecules indicating or not the presence
of cancer and, depending on these signals, to make the decision to kill the cell or not.
During the first stage of the project, we looked at two new ribozyme design programs. The
first, which is called "Enzymer", is intended for the design of self-cleaving ribozymes with
pseudoknots, a secondary structure motif essential for the activity of several RNAs. We
used this program for the generation of two types of ribozymes in order to prove the
effectiveness of this tool as well as the development of an "OFF switch" to control the
expression of a fluorescent protein in bacteria. The second tool was the "Ribosoft 2.0" web

service, intended for the design of different types of trans-active ribozymes. We used this

\"



software in the context of choosing effective ribozymes to target mRNAs of proteins
involved in cancer. In addition to the use of these tools for our research objectives, we

participated in their optimization using our experimental results.

During the second aim of my project, we have taken advantage of the modularity of
ribozymes to develop biosensors detecting proteins and miRNAs that can be applied as
diagnostic tools. The miRNA-binding ribozymes were also designed using computational
methods. As for the ribozymes detecting the proteins, an in vitro selection strategy was
used to generate aptazymes, which are the combination of an aptamer and a ribozyme.
These aptazymes were combined with an aptamer and fluorescent beads, allowing to
produce biosensors detecting proteins that can be used as biomarkers of certain types of

cancer.
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1. Revue de littérature
1.1. Apercu de découvertes des ARN non-codants

L’historique de ’'ARN remonte au début des années 1900, lorsqu’il a été découvert dans
les levures. Pendant longtemps, les ARN cellulaires, par opposition aux ARN d’autres
origines comme les génomes viraux, ont été considérés comme ayant seulement le réle
de messagers entre 'ADN, qui est le porteur de I'information génétique, et les protéines,
qui sont les entités fonctionnelles dans les cellules. Une séquence d’ARN messager
(ARNm) est formée par des régions nommeées « exons », qu'on appelle codantes, car ce
sont les régions traduites en protéine ; et ce qui reste se nomme de I’ARN non codant
(ARNNc). Les ARNnNc incluent les régions 3" et 5° UTR (untranslated regions) et les
introns, de méme que le reste des ARN non traduits en protéine. Ces régions ont
longtemps été considérées comme un surplus non utilisé pour une fonction biologique
dans la cellule (Palazzo & Lee, 2015). Cette idée excluait les ARN ribosomaux (ARNr)
(Lamfrom et al., 1966; Palade, 1955) et les ARN de transfert (ARNt) (Hoagland et al.,
1958; Rich & RajBhandary, 1976) découverts plusieurs années avant que le code
génétique ne soit déchiffrés dans les années 60 (Crick et al., 1961; Khorana et al., 1966) .
Cependant, la majorité du génome humain, incluant les régions non-traduites des pre-
ARNmM, n’avait pas de roles connus jusqu’a des travaux beaucoup plus récents. Ce n’est
gu’a partir de 1980 que de nouvelles recherches ont permis l'identification et la définition

de plusieurs classes d’ARN ayant différentes fonctions.

L’'une des découvertes les plus importantes a été celle du groupe de Cech (1982) (Cech,
1986; Kruger et al., 1982): il a prouvé la présence d’'une activité catalytique de 'ARN en
essayant d’identifier les molécules impliquées dans le processus de I'épissage. Une autre
découverte a la méme période a permis d’identifier I'activité catalytique de la composante
ARN de la RNAse P (Guerrier-Takada et al., 1983). Ceci a mené a l'identification de
plusieurs familles d’ARN ayant des activités catalytiques semblables a celle des enzymes
(Pyle, 1993). Ces ARN ont été nommés « ribozymes », parmi ceux-ci, les ARNr ont été
confirmés comme étant entierement responsables de la formation des liaisons peptidiques
entre les acides aminés au cours de la traduction (Noller et al., 1992). D’ailleurs,
I'existence des ARN catalytiques a été la raison de I'apparition de la théorie du « monde
d’ARN » («the RNA world ») (Cech, 2012; Neveu et al., 2013), ce qui suggere que la



molécule a l'origine l'apparition de la vie n’était pas de I'ADN, mais plutét de 'ARN
catalytique. Ce dernier aurait a la fois eu I'information génétique nécessaire et la capacité

de s’auto-répliquer.

Hormis l'activité catalytique de I'ARN, son implication dans la régulation de I'expression
génique, sous différentes formes et dans plusieurs processus, a été démontrée. Cette
régulation peut avoir lieu par une activité en cis comme celle des riboswitchs qui sont
capables d’inhiber ou d’activer la transcription ou la traduction du géne en amont ou en
aval de leurs séquences ; ceci en réponse a la liaison d'un ligand spécifique (Bedard et
al., 2020). Elle peut aussi se faire en trans, comme par l'effet des miARN (micro-ARN)
(Dexheimer & Cochella, 2020) et des petits ARN interférents (siRNA) (Dana et al., 2017)
qui reconnaissent des séquences d’ARN spécifiques et inhibent leurs traductions a l'aide
du complexe RISC (RNA-induced silencing complex). D’autres ARN, comme les ARN
guides du systéme CRISPR (Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic
Repeats), agissent en se liant a 'ADN par complémentarité de séquence, ce qui permet
le recrutement d’une protéine Cas9 qui effectue la coupure de cet ADN (Adli, 2018). Une
autre stratégie est adoptée par les IncARN (long non-coding RNA), qui contrdlent la
transcription par le recrutement des facteurs de transcription afin d’activer I'expression
d’'un géne adjacent ou en formant des complexes avec d’autres facteurs, en empéchant
ainsi la liaison de leurs séquences cibles (Bhat et al., 2016). Toutes ces découvertes de
différentes fonctionnalités et de classes d’ARN ont également permis une meilleure
compréhension de plusieurs maladies, puis ont ouvert la porte a de nouvelles cibles et de

nouveaux schémas thérapeutiques (Bhatti et al., 2021).

En plus des fonctions particuliéres qui définissent chaque famille ou classe d’ARNNc, il a
été démontré que les structures secondaires et tertiaires des ARN avaient un r6le majeur
dans cette classification. En effet, un ARN non codant appartenant a une certaine classe
est défini par sa structure (Pang et al., 2006). Alors, en cherchant de nouveaux ARN ayant
la méme fonctionnalité, habituellement la premiére étape consiste en la recherche des
ARN ayant la méme structure conservée (Huang et al., 2016) (Boccaletto et al., 2018).
Cette dépendance de 'ARN par rapport a sa structure a mené au développement d’ARN
synthétiques qui conservent l'activité d’'un ARN naturel en leur donnant la structure
fonctionnelle et la séquence nécessaire a I'activité, tout en ajoutant des modifications qui
permettent de répondre aux conditions et d’effectuer les actions désirées et prédéfinies

(Isaacs et al., 2006). Ce domaine comporte plusieurs applications dans la recherche



fondamentale, car les ARNNnc synthétiques ont permis de construire des outils de contréle
de I'expression génique personnalisée, et ce, dans le but d’avoir un knock-out ou knock-
down d’un géne désiré afin de déterminer son activité ou son effet sur une autre molécule
(Lagana et al., 2014). Pour la recherche appliquée, les approches sont diverses et
nombreuses, allant du simple contréle d’'un géne a la construction de circuits formés par
de nombreux ARN ayant différentes fonctionnalités (Kim & Franco, 2020). Outre les ARN
naturels et synthétiques qui ont des fonctions connues, des ARN avec de nouvelles
fonctions ont été développés ou sélectionnés in vitro. Parmi les exemples ayant beaucoup
d’intérét et d’applications différentes, nous retrouvons les aptazymes, formés par la
combinaison de ribozymes et d’aptaméres. En réalité, depuis leur découverte, les
structures de ribozymes ont été sujettes a plusieurs approches d’ingénierie afin de les

inclure dans différentes applications.

1.2. Ribozyme

Les ribozymes sont des ARNnc ayant des activités catalytiques semblables a celles
effectuées par des enzymes, d’ou vient leur appellation de «ribozyme» (Walter &
Engelke, 2002). Les ribozymes sont classés selon la réaction effectuée. Un ribozyme peut
étre un ARN solitaire agissant par lui-méme en tant que molécule, n’ayant pas besoin de
protéine chaperonne, ni de cofacteur. L’autre type d’ARN catalytique représente des ARN
jouant le réle du coeur catalytique d’'un complexe ARN-protéine. Pour nommer I'un des
premiers ribozymes découverts, nous citons la RNase P, qui est un ARN formant un
complexe avec des protéines (Guerrier-Takada et al., 1983). Pour cette raison, ces ARN
ont toujours été considérés comme une entité structurale non catalytique qui aurait
simplement joué le réle de support aux protéines effectuant la réaction et de guide pour
reconnaitre et lier les cibles (Akaboshi et al., 1980). Cette idée a changé aprés I'étude de
Thomas Cech, qui a montré que le responsable de la réaction d’épissage n’est rien d’autre
que l'intron de TARNm. Il a été le premier a publier une étude mentionnant une activité
d’auto-clivage de 'ARN (Kruger et al., 1982). La confirmation est venue quelques années
plus tard avec I'étude démontrant l'activité des « Intron de type | » responsable de la
réaction de clivage durant I'épissage de ’TARNm (Cech, 1986). La méme histoire se répéte
avec la RNAse P; étant une vraie enzyme responsable de la maturation des ARNt, son
ceceur catalytique a été prouvé comme étant la partie ARN du complexe (Guerrier-Takada
et al.,, 1983). Ces deux découvertes ont recu le prix Nobel de chimie en 1989. La

confirmation a également été affirmée pour 'ARN 23S de la grande sous-unité



ribosomale, responsable de I'activité peptidyl transférase, qui est effectuée par 'ARN et
non par la composante protéique (Nissen et al., 2000; Noller et al., 1992). Plusieurs
familles d’ARN catalytique ont été identifiées depuis ; cela continue encore aujourd’hui
(Weinberg et al., 2019a). Ces recherches ont montré que les ribozymes existent chez
toutes les classes d’étres vivants et avec différentes fonctions, principalement la ligation
et le clivage (Hammann et al., 2012; Roth et al., 2014a; Webb et al., 2009).

Parmi les ribozymes les plus étudiés et utilisés se trouvent, les petits ribozymes auto-
clivants (en téte de marteau, twister et twister sister, pistol, HDV (hepatitis delta virus),
Varkud Satellite, hairpin, etc.). (Ferre-D'Amare & Scott, 2010). lls présentent I'avantage
d’avoir une petite taille, donc plus faciles a manipuler en laboratoire. Dans ce projet, notre
travail a porté principalement sur le ribozyme en téte de marteau, puis sur quelques autres

types.

Le ribozyme en téte de marteau est un petit ARN catalytique, découvert en 1986 (Prody
et al., 1986) dans I'ARN satellite du « tobacco ringspot virus ». Il constituait le troisieme
ARN catalytique a étre découvert et demeure depuis le ribozyme le plus étudié dans le
domaine de la catalyse d’ARN. Il a été identifié chez presque tous les régnes d’étres
vivants, incluant les procaryotes (bactéries et archaea, de méme que les virus, viroides et
bactériophages) et les eucaryotes mono et pluricellulaires (de la Pena & Garcia-Raobles,
2010; Hammann et al., 2012) (Perreault et al., 2011b). Les ribozymes des eucaryotes sont
généralement positionnés dans des introns et des séquences répétées en tandem,
comme dans le cas de ribozymes identifiés dans le génome humain. Bien que la fonction
in vivo de ces ribozymes demeure encore inconnue, parmi ceux-ci, deux sont conservés

chez d’autres vertébrés ; leur activité a été prouvée in vitro (Hammann et al., 2012).
1.2.1.1. Fonction biologique et mécanisme d’action

L’auto-clivage du ribozyme en téte de marteau suit le méme principe de la dégradation
spontanée de 'ARN par la réaction de «in-line aftack ». Cette réaction, aussi nommée
transestérification, se déroule entre les nucléotides du coeur catalytique, qui sont le G12,
le C17, le G8 et le C1.1. Le clivage aura lieu dans le site de clivage RUH, ou le H est
souvent un C. Tout d’abord, « N1 » du nucléotide G12 est déprotoné par une molécule
d’eau. Le G12 ionisé devient la base générale dans la réaction d’acide-base impliquée

dans le clivage et cause a son tour la déprotonation du groupement 2 -OH du C17. Dans
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la structure, les deux nucléotides sont alignés de facon a permettre une substitution
nucléophile (Sn2), d'ou vient le nom «in-line attack». Le C17 transformé en
« nucléophile » du site catalytique attaque le groupement phosphate de C 1.1 (N 1.1 dans
Figure 1.1). La réaction se poursuit quand le groupement 2"-hydroxyl du G8, qui a cédé
un proton au 5-O du C1.1, par le biais de la catalyse acide, regagne un proton en
arrachant celui que le G12 avait gagné. Le clivage aura finalement lieu entre le C et le
N1.1 du site actif en générant une extrémité 5-OH et un phosphate cyclique 2°,3" (Schultz
et al., 2014) (Figure 1.1).
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Figure 1.1 Les états de structure du ribozyme en téte de marteau.
Tiré de (Scott, 2010)

L’état de transition est montré par le mouvement du proton H* des nucléotides en position de inline,
par arrachement, ce qui fini par la coupure de la liaison phoshodiester entre le C17 et le N1.1.



Malgré la présence de séquences de ribozymes chez différents types de génomes, la
fonction biologique de ces derniers demeure inconnue pour la grande majorité d’entre
eux. Les seuls génomes chez lesquels les ribozymes ont un rdle bien défini sont les virus
satellites et les viroides qui dépendent des ribozymes pour libérer la nouvelle copie du
génome. Lors de la réplication du génome circulaire du virus, les copies générées font
partie de la méme molécule d’ARN multimérique. Ceci se produit jusqu’a la formation de
la structure active du ribozyme qui procede a I'auto-clivage de ’'ARN, générant des copies
individuelles du génome (Scott, 2010). Chez les autres espéces, des recherches
proposent que la présence de ribozymes a proximité des régions codantes suggere leur
implication dans le contréle de I'expression génique (de la Pena & Garcia-Robles, 2010;
Wurmthaler et al., 2018). Un exemple s’applique sur des séquences de ribozymes
conservees chez des mammiféres ; leurs structures actives sont formées dans la région
3" UTR d’'un geéne codant la protéine CLEC2 (C-type lectin type II). Il a été démontré que
ces ribozymes sont actifs in vitro ; le clivage de 'ARN in vivo avait résulté par une
diminution considérable du taux d’expression de la protéine (Martick et al., 2008; Scott et
al., 2013).

1.2.1.2. Structure du ribozyme

La version minimale du ribozyme a été identifiée en 1987 (Uhlenbeck, 1987) (Haseloff &
Gerlach, 1989). Elle s’avére étre une région centrale correspondant au cceur catalytique
et incluant le site de clivage GUC mais en général GUH (H= tous les nucléotides sauf G).
Cette séquence de 15 nucléotides rarement variables est entourée par trois tiges ayant
des séquences non conservées, a I'exception de trois paires de bases; deux sur la tige 1lI
et une sur la tige Il (Scott et al., 1996) (Figure 1.2) et (Figure 1.3.A). Cette version de
ribozyme a été nommeée minimale, car elle contenait seulement la séquence minimale
nécessaire pour effectuer la réaction de clivage, mais avec une vitesse de coupure assez
faible. En effet, le ribozyme minimal ne représente qu'un «turnover» d’une
molécule/minute ainsi qu’une Km (constante de Michaelis-Menten) de 10 uM. Cette faible
activité a été expliquée par 'absence d’arrangement des bases du coeur catalytique dans
une position de «in-line-attack» (McKay, 1996) (Blount & Uhlenbeck, 2005). Pour
compenser cette absence, le ribozyme minimal a besoin d’'une concentration élevée d’ions
métalliques bivalents comme le Mg?* (10 a 100 mM) (Dahm & Uhlenbeck, 1991). En raison
de cette dépendance en ions divalents pour effectuer la réaction du clivage, pendant

plusieurs années les ribozymes ont été considérés comme des métallo-enzymes. Ceci a



généré lidée selon laquelle les ions métalliques sont impliqués dans la réaction acide-

base résultant de la coupure de la liaison phosphodiester (Dahm et al., 1993).
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Figure 1.2 Structure et séquence conservées du ribozyme en téte de marteau.

Le coeur catalytique est formé par quinze nucléotides conservés (en rouge), entouré par trois
tiges/tiges boucles. La fléche indique le site de clivage GUC ici (mais GUH en général). Le
pseudonoeud est une interaction tertiaire entre la boucle d’une tige avec une région simple brin d’'une
autre tige du ribozyme. Adapté de (Perreault et al., 2011)

Le concept de métalloenzymes a été démenti par la preuve que certains types de
ribozymes conservent une activité de clivage en I'absence d’'ions métalliques. Dans ce
cas, ces derniers sont remplacés par d’autres ions chargés positivement comme le Li*
(Khvorova et al., 2003). Ce qui est venu confirmer I'absence de cette relation ; fut la
détermination de la structure d’'une version mille fois plus active que la minimale. Cette
structure était celle du ribozyme complet trouvé chez Schistosoma mansoni, qui a été
publiée en 2006 et qui avait une séquence plus longue que la version minimale (Martick
& Scott, 2006). En effet, la différence que cette structure présentait était la présence d’'un
surplus de séquences a la tige | et Il, permettant des interactions tertiaires absentes chez
la version minimale. Cette interaction peut prendre I'allure d’un pseudonceud qui se forme
par I'appariement de bases entre deux régions, simples brins sur les tiges | et Il (Figure
1.3.B). L’interaction tertiaire stabilise la structure fonctionnelle du ribozyme en permettant
le réarrangement des bases du coeur catalytique en position du « in-line attack » (Martick
& Scott, 2006). Ainsi, il a été prouvé que le besoin en Mg?*, dans le cas de la version

minimale, est plutdt pour ses charges positives, qui neutralisent les charges négatives et
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diminuent la répulsion électrostatique entre les nucléotides du cceur catalytique
déprotoné. Dans le cas de la version compléte, une concentration moins élevée (de 'ordre
de micromolaire) est suffisante pour avoir un taux de clivage et un turnover plus élevés.
Le besoin en Mg?* est en fait compensé par le changement conformationnel causé par la
structure tertiaire (Khvorova et al., 2003), qui s’est avérée essentielle. Ainsi, la
déstabilisation de cette interaction via des mutations dans la séquence formant le
pseudonceud méne a une diminution remarquable, ou méme a une perte totale de clivage
(Perreault et al., 2011b).
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Figure 1.3 Les deux structures du ribozyme en téte de marteau
A : La structure du ribozyme minimal contenant le coeur catalytique, le site de clivage (fleche rouge)
et les tiges |, Il et lll. B : la structure compléte du ribozyme ayant les mémes composantes que le
ribozyme minimal avec des séquences additionnelles sur les tiges | et Il avec B1 : bulge (renflement)
1, L2: boucle 2 qui forment P’interaction tertiaire stabilisant la structure du ribozyme. Adapté de (Scott
et al., 2013).

1.2.1.3. Modification de la structure du ribozyme

Le ribozyme en téte de marteau a été étudié sous tous ses angles ; différentes versions
ont été trouvées actives. Le positionnement des extrémités 3" et 5' définit le type de
ribozyme. Puisqu’il y a trois tiges, les ribozymes sont de type |, Il ou lll, si les extrémités
3" et 5" se trouvent sur la tige I, Il ou Ill, respectivement (Hammann et al., 2012) (Figure
1.4).
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Figure 1.4 Les trois types de ribozyme en téte de marteau.
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Le site de clivage est indiqué par la fleche, les numéros de tiges sont indiqués par |, Il et lll, L1, L2 et
L3 sont des boucles. Tiré de (Hammann et al., 2012)

Bien que le ribozyme en téte de marteau naturel soit actif en cis, sa séquence peut étre
modifiée pour qu’il soit actif en trans afin de le rendre actif contre d’autres ARN d’une
fagcon spécifique. Ceci est effectué en conservant la séquence du coeur catalytique et la
tige I, mais les tiges | et Ill auront des séquences simples brins concues pour étre
complémentaires a la séquence de 'ARN visé. La séquence cible contient le site de
clivage RUH (ou R est un A ou G, et H est n’importe quelle base sauf G), mais
préférablement GUC (Scott et al., 2013) (Figure 1.5).



N = extended hhRz 3' 5
(Y-shape) N =N Brin substrat
N=AC,GorU N=N
conservation '
N 97% : _x 3 5'
Tige Il |\ _ - N=N
C-G de clivage v =1
Tige II aAA-U / N=N
A U GA c =
G C G A C NNNNN A
A UL u A
GUCGCUGA UCNNNNN
G AG .
Brin ribozyme U A Tigel

Figure 1.5 Ribozyme en téte de marteau actif en trans

Les N représentent les nucléotides modifiables pour avoir une complémentarité avec la cible. En
rouge : les nucléotides du cceur catalytique conservés. En bleu : les nucléotides impliqués dans
I'interaction tertiaire. Adapté de (Kharma et al., 2016)

En effet, ce principe a été largement utilisé pour le contrdle des génes dans plusieurs
études, dans une optique de thérapie génique (Citti & Rainaldi, 2005; Mulhbacher et al.,
2010). Des ribozymes ont été congus contre des génes de virus tels que I'hépatite C
(HCV) (Sakamoto et al., 1996) et le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) (Bai et al.,
2002). lls ont également été appliqués contre des génes impliqués dans le cancer, tel que
le C-myc, surexprimé dans certains cancers (Cheng et al., 2000). Des ribozymes actifs en
trans ont été sélectionnés dans des cellules afin de trouver une meilleure alternative aux

ribozymes naturels, moins efficaces dans les essais intracellulaires (Huang et al., 2019).
1.2.2. Ribozyme Pistol

Plusieurs ribozymes, dont le Pistol, ont été découverts en 2015 via une analyse
génomique comparative ; ils se sont ajoutés a la liste des ribozymes ayant une activité
auto-catalytique (Weinberg et al., 2015a). Le ribozyme Pistol possede une structure de

trois tiges (P1, P2 et P3) connectées entre elles par deux boucles et un pseudonceud. Ce
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dernier se forme entre les boucles 1 et 2 ; il joue un réle dans la stabilisation de la structure
dans une géométrie permettant la formation du site actif. La région entre la tige P1 et P2
contient trois adénosines conservées qui forment un « A-minor motif » interagissant avec
la tige P1. Ceci permet la fixation de la tige P2 dans une conformation spatiale, qui donne
aussi lieu a la formation du site actif constitué des boucles 1 et 2 (Figure 1.6). Le triple A

du « A minor motif » fait partie des dix résidus conservés du ribozyme Pistol.

La réaction d’auto-clivage effectuée par le ribozyme Pistol est une réaction de
transestérification, comme celle du ribozyme en téte de marteau. Pour ce ribozyme, le site
de clivage proposé est un GU (G53-U54) (Joseph et al., 2020; Nguyen et al., 2017a).
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Figure 1.6 Structure secondaire du ribozyme pistol

La structure du ribozyme Pistol est formée par trois hélices (P1, P2 et P3), deux boucles (B1 et B2) et
un pseudonceud indiqué par PK. Les nucléotides conservés sont colorés en rouge et le site de clivage
est indiqué par le petit triangle rouge. Adapté de (Ren et al., 2016)

1.3. Ribozymes allostériques/Riboswitchs

Un ribozyme allostérique est un ARN ayant une dépendance a une molécule spécifique
qui cause un changement conformationnel de sa structure afin d’effectuer sa réaction de
clivage. Aprés avoir montré que les ribozymes ne sont pas des métalloenzymes, I'idée
selon laquelle il s’agit des molécules allostériques a été éliminée (Khvorova et al., 2003).
Les premiers ribozymes allostériques étaient synthétiques, sélectionnés in vitro ou par

méthodes computationnelles, pendant les années quatre-vingt-dix. Quelques années plus
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tard, dans le contexte de découverte d’'une nouvelle famille d’ARN, nommée riboswitches,

un premier riboswitch ayant une activité d’autoclivage a été découvert.
1.3.1. Riboswitchs

Les riboswitchs se trouvent typiquement dans les régions 3" ou 5" UTR d’un géne donné ;
ils sont capables de contrbler leur expression. Dans le cas des riboswitchs en 5, ils
contrblent le géne en aval en formant un switch ON ou OFF dépendamment de la
présence ou de I'absence d’un ligand spécifique. En effet, un riboswitch a une structure
formée par deux régions : une partie nommée «aptameére », liant le ligand et une
plateforme d’expression qui subissent des changements conformationnels selon la liaison
ou non du ligand par I'aptamére. Ce changement de structure induit soit 'achévement ou
l'inhibition de la transcription, ou la traduction du géne en aval du riboswitch (Figure 1.7).
De plus, chez les eucaryotes, le mode d’action principal des riboswitchs constitue le
contréle d’épissage de 'TARNm. Ce mécanisme conduit a la maturation d’ARNm qui est
alors traduit en une protéine compléte, ou alors il donne une version défectueuse
(Breaker, 2011; Nahvi et al., 2002). Un type unique de riboswitch est celui ayant un

ribozyme comme plateforme d’expression, contrdlé par la glucosamine-6-phosphate.

Ligand
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Figure 1.7 Mécanisme des riboswitches

Les différents modes de controle d’expression génique par les riboswitchs. Gauche : la liaison du
ligand au riboswitch cause la formation d’un terminateur de transcription mettant fin a cette derniére.
Milieu : la structure d’anti-terminateur se forme lors de la capture du ligand par I’aptamére du
riboswitch. Droite : le site SD (Shine Dalgarno) peut étre séquestré ou libéré par I’effet du changement
structural résultant de I’activation du riboswitch lorsque son ligand est présent. Adapté de (Serganov
& Nudler, 2013)
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La famille des petits ARN auto-clivants comprend un ribozyme allostérique naturel, le
ribozyme GImS. Le ribozyme, identifié grace a une recherche bioinformatique, a été trouvé
dans le génome des bactéries gram-positif en 5-UTR du géne codant I'enzyme
glucosamine 6 phosphate synthase (Ferre-D'Amare, 2010). Ce ribozyme est aussi
considéré comme un riboswitch, car il contréle I'expression du géne en aval. Il se lie
spécifiguement avec la glucosamine 6 phosphate (GICN6P), ce qui induit la réaction
d’auto-clivage. La coupure de 'ARN aboutit a l'inhibition de I'expression de la glucosamine
6 phosphate synthase, enzyme essentiel & la synthése du GIcN6P. Bien que la liaison du
GIcN6P au ribozyme ne cause aucun changement structural (il n’est donc pas allostérique
au sens strict), le ribozyme GImS est considéré comme un riboswitch étant donné son
implication dans la régulation génique. Dans les faits, la fixation du GICN6P par le
ribozyme induit I'auto-clivage de ce dernier, ce qui se résulte par la perte du groupement
triphosphate protecteur de TARNm. Ainsi, I'exposition d’'un 5°OH issu de la coupure rend
'ARNmM reconnaissable par la RNAse J1 qui procede alors a sa dégradation (Ferre-
D'Amare, 2010).

Par rapport aux autres petit-ribozymes auto-clivants, le ribozyme GImS présente une
structure assez complexe comprenant trois pseudonceuds. La structure secondaire est
formée par quatre hélices (P1-P4) formant trois empilements coaxiaux et des régions
interconnectées formant trois pseudonceuds (P2.1, P2.2 et P3.1) dont I'un est formé par
la connexion, ou par l'interaction entre la région simple brin en 3" du ribozyme et la boucle
de I'nélice P3 (Figure 1.7). Les deux autres pseudonceuds forment le coeur catalytique par
'empilement entre des régions de P1-P2.2-P2 et P2.1. Le site de clivage est positionné
au premier nucléotide en 5" (Klein & Ferre-D'Amare, 2006; Savinov & Block, 2018) (Figure
1.8). Le GIcN6P agit comme cofacteur du ribozyme grace au groupement 2" -amine,
essentiel a la catalyse de la réaction de clivage. Ceci a été démontré par le remplacement
du GIcN6P par du glucose 6 phosphate (GIc6P) qui agit comme compétiteur de la GICN6P.
Précisément, le GIc6P peut former la liaison nécessaire avec le coeur catalytique. De ce
fait, il agit comme inhibiteur de la liaison du GIcN6P, mais sa présence n’induit pas le
clivage, di a I'absence du groupement amine (McCarthy et al., 2005). L'implication du
groupement amine dans la catalyse de la réaction de clivage, effectuée par le ribozyme
GImS, a aussi été prouvée par I'activité du ribozyme en présence de glucosamine, tris, L-

sérine et éthanolamine, bien que l'activité dans ces conditions était faible par rapport a
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celle en présence du GIcN6P (McCarthy et al., 2005). Finalement, il a été démontré que
le GIcN6P agit comme acide général dans la réaction acide-base impliquée dans le
clivage (Viladoms & Fedor, 2012).
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Figure 1.8 Structure tertiaire et secondaire du ribozyme GImS
A : Présentation de la structure secondaire consensus du ribozyme GImS ainsi que des nucléotides
conserveés (en rouge et noir). B : Structure tertiaire formée par le ribozyme en présence de son

ligand spécifique GIcN6P. *indique le site de clivage- P1 a P4 : tiges, P2.1, P2.2, P3.1:
pseudonceuds. Adapté de (McCown et al., 2011)

Finalement, ces découvertes ont abouti & la construction de riboswitchs synthétiques qui
sont la combinaison d’'un aptamére et d’une plateforme d’expression ou d’'un autre ARN
(Etzel & Morl, 2017; Groher & Suess, 2014; Mayo et al., 2020; Yokobayashi, 2019a). La
plateforme d’expression peut étre un ARN semblable a ceux existant naturellement dans
les riboswitchs (Desai & Gallivan, 2004), mais d'autres combinaisons sont possibles -
notamment avec un ribozyme (Mustafina et al., 2020; Strobel et al., 2020; Wieland et al.,

2010; Wieland & Hartig, 2008) nommé aptazyme.
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Les ribozymes auto-clivants présentent les avantages d’étre des molécules flexibles,
facilement modifiables pour agir sur les cibles choisies ; a I'exception du GImS, il s’agit
d’ARN qui ne dépendent d’aucun cofacteur, ligand ou protéine chaperonne pour leur
activité. Bien que I'indépendance des ribozymes soit un point puissant pour leur utilisation
in vitro, ceci peut étre problématique lors de leur application in vivo, dans le cas ou I'on
voudrait contréler leur activité. Afin d’avoir un contréle sur le clivage effectué par un
ribozyme, plusieurs stratégies sont développées. La fagon la plus simple étant d’utiliser
des promoteurs inductibles pour pouvoir décider quand permettre I'expression du

ribozyme (Agop-Nersesian et al., 2008).

Comme il a été démontré que les ribozymes dépendent de la formation de structures
secondaires et tertiaires bien définies afin d’avoir une activité catalytique, la modulation
de la structure est la clé pour contréler leur activité. L’autre stratégie utilise aussi
lingénierie de la séquence du ribozyme ; plutdt qu’utiliser un aptamére, des
oligonucléotides ont été utilisés pour moduler sa structure (Penchovsky & Breaker, 2005)
(Penchovsky, 2014). Aprés le développement de la technique SELEX (Systematic
Evolution of Ligands by EXponential enrichment) permettant d’obtenir des séquences
d’aptaméres liant des cibles spécifiques, Tang et collaborateurs (Tang & Breaker, 1997)
ont développé les premiers ribozymes allostériques dont I'activité est modulée par un

aptamere et son ligand. Ce type de ribozymes allostériques a été nommé aptazymes.

Les aptazymes constituent une classe d’ARN inductibles, ou riboswitchs synthétiques,
établis pour la premiére fois par le groupe de Breaker en 1997. Il s’agit de la combinaison
d’'un aptameére et d’'un ribozyme. L’aptamére est le domaine détecteur capable de lier un
ligand spécifique. Le ribozyme, pour sa part, est le domaine catalytique qui effectue une
réaction de clivage. L'activité du ribozyme devient alors dépendante du ligand de
'aptameére. En effet, la structure fonctionnelle du ribozyme est altérée par la séquence de
'aptameére en I'absence du ligand. En présence de ce dernier, le changement structural
de I'aptameére rétablit et stabilise la structure active du ribozyme (Figure 1.9) (Tang &
Breaker, 1997) (Mustafina et al., 2020; Strobel et al., 2020; Wieland et al., 2010; Wieland
& Hartig, 2008).
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Figure 1.9 Activité d'un aptazyme
L’aptazyme composé par un aptameére (en rouge) lié a la tige d’un ribozyme (en noir) peut fonctionner
de deux fagons. En haut, I’aptazyme est actif en ’labsence du ligand de I’aptamére. Par contre, lorsqu’il
est présent, le changement conformationnel de PARN déstabilise le ribozyme en inhibant alors la

réaction de clivage. En bas, I'aptazyme est activé par la liaison du ligand par I’aptamere, car la
structure formée permet la stabilisation de la forme active du ribozyme. Tiré de (Yokobayashi, 2019a)

1.3.4.1. Domaine senseur-Aptameére

Avant que les aptaméres fassent partie des riboswitches, le nom d’aptamére a été donné
en premier aux oligonucléotides d’ADN ou d’ARN, « simple brin » synthétiques. lls sont
sélectionnés in vitro pour lier sélectivement et avec une grande affinité un ligand
spécifiqgue (Figure 1.10). La technique de sélection est nommée SELEX (Systematic
Evolution of Ligands by EXponential enrichment) (Ellington & Szostak, 1990; Tuerk &
Gold, 1990b), et est également utilisée pour les aptazymes. Le nom définit la fonction de
la molécule, car il s’agit de la combinaison de deux mots latins : «aptus» signifiant
« s’adapter » et « meros » qui veut dire « partie ». Les aptameres sont I'objet de beaucoup
d’intérét, étant donné la panoplie d’applications dans lesquelles ils peuvent étre impliqués,
et grace a leurs habiletés en lien avec les différentes modifications chimiques.
L’importance des aptameéres vient du fait qu’ils représentent plusieurs avantages, comme
le faible colt de synthése, di a leur petite taille, ainsi qu’a 'avancement technologique
permettant la production des acides nucléiques dans un temps tres court et avec grande
facilité. Leur implication dans les riboswitchs synthétiques témoigne d’'une preuve de leur

modularité. Plusieurs autres applications montrent la versatilité de ['utilisation des
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aptameres. Ces derniers sont d’'une importance majeure pour le développement des
aptazymes, d’ou la majorité des aptazymes publiés ont été construits en utilisant des
aptameres existants. Ainsi, les applications et les modifications des aptaméres sont aussi

applicables sur les aptazymes.
e Aptameres/aptazymes comme biosenseurs

L’aisance de marquage des aptaméres, a 'aide des fluorophores, par exemple, a permis
leur utilisation dans des essais de développement d’outils de diagnostics. Ceci a été
appliqué pour la détection des molécules impliquées dans des maladies comme le cancer
par la liaison d’'un biomarqueur (protéine, récepteur cellulaire...) ou d'une cellule
compléte, permettant leur distinction avec d’autres cellules (lignée cellulaire MCF7,
cellules souches...) (Zhang et al., 2019b; Zhou et al., 2014; Zhuo et al., 2017) (Odeh et
al., 2019). Plusieurs aptaméres ont été sélectionnés et marqués pour permettre la
détection d’une panoplie de bactéries pathogénes (Escherichia. coli entérotoxinogene
(ETEC) K88, Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus aureus, Shigella sonnei,
Salmonella tythimirium, etc) (Chang et al., 2021; Chen et al., 2021b; Davydova et al.,
2016; Hamula et al., 2011; Li et al., 2021b; Wan et al., 2021), de parasites (Leishmania
spp., Plasmodium spp,...) (Birch et al., 2015; Cui et al., 2021; Hassan et al., 2021; Lo et
al., 2021; Ospina-Villa et al., 2018; Ospina-Villa et al., 2016; Oteng et al., 2020) et de virus
(Hépatites B et C, VIH, SARS coronavirus) (Bellecave et al., 2008; Han et al., 2021a;
Khanali et al., 2021; Kruger et al., 2021; Mandal et al., 2021; Zou et al., 2019). Grace a
leur capacité de conjugaison a d’autres molécules ou surfaces, les aptaméres ont été
impligués dans le développement de biosenseurs détectant des polluants
environnementaux (pesticides, herbicides) ou d’autres molécules néfastes a la santé
humaine dans certains contextes tels que : antibiotiques, toxines et métaux lourds (Farzin
et al., 2017; McConnell et al., 2020b; Nguyen et al., 2017b; Palchetti & Mascini, 2008;
Zhang et al., 2018). Pour toutes les applications citées ci-dessus, les aptameres peuvent
étre considérés comme des biosenseurs s’ils sont conjugués a une molécule permettant
d’avoir un signal visuel, comme un fluorophore, ou des nanoparticules d’or, par exemple
(Modh et al., 2018; Villalonga et al., 2020). La détection se fait par plusieurs techniques
parmi lesquelles on peut citer le FRET (Forster Resonance Energy Transfer) (Pehlivan et
al., 2019; Zheng et al., 2020).
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Figure 1.10 Changement structural de I'aptamére

L’aptamére se replie en une structure tertiaire bien définie. C, ce qui lui confére la capacité de lier son
ligand spécifique. Adapté de (Wolter & Mayer, 2017)

e Les aptaméres/aptazymes dans les thérapies

Des études ont montré [lefficacité de [lutilisation des aptaméres dans plusieurs
applications ou des anticorps sont normalement utilisés, incluant : immunobuvardage,
sélection de cellules exprimant un certain antigéne, ELISA, etc. (Famulok et al., 2007a).
La liaison de 'aptamére a son ligand avec une affinité et spécificité trés élevées lui confere
la capacité de jouer un rdéle d’inhibiteur. Un aptamére englobant son ligand ou liant une
région d’'une macromolécule résulte, par une inhibition totale ou partielle, de I'activité de
la cible en bloquant son site actif ou en rentrant en compétition avec son récepteur. Une
autre stratégie appliquée est I'utilisation des aptaméres comme des véhicules de livraison
d’'un agent thérapeutique (Filippi et al., 2020; Hori et al., 2018; Zhu & Chen, 2018). Lors
de la migration d’un aptamére, en cherchant sa cible, il peut étre conjugué a une autre
séquence d’acide nucléique (siRNA par exemple), d’agent chimiothérapeutique
(cisplatine, doxorubicine), de toxines et de nanoparticules (Li et al., 2013; Ray & White,
2010; Sivakumar et al., 2019; Thiel & Giangrande, 2010; Zhang et al., 2011). Un exemple
d’application d’aptamére comme inhibiteur qui est utilisé actuellement comme thérapie est
'aptamére d’ARN liant le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Il inhibe la fixation
de la VEGF a ces récepteurs. |l est utilisé comme thérapie pour une pathologie oculaire
vasculaire et il s’agit du premier aptamére a étre approuvé par la FDA (Food and Drug
Administration) (Ng et al., 2006).
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¢ Modifications des aptameéres

Afin d’améliorer l'efficacité des aptameéres et d’augmenter la durée de leur demi-vie,
plusieurs conjugaisons et modifications chimiques ont été appliquées (Adachi &
Nakamura, 2019; Elskens et al., 2020; Odeh et al., 2019). De fagon a protéger les acides
nucléiques de la dégradation une fois dans les liquides physiologiques pleins de
nucléases, les extrémités 3" et 5 sont protégées par leurs conjugaisons a des molécules
comme la biotine, ou par le capping 3, avec la désoxy-thymidine inversée (Shum &
Tanner, 2008). Les aptaméres modifiés avec du polyéthyléne glycol (PEG) ou du
cholestérol en 5" montrent une demi-vie plus longue et une excrétion rénale moins rapide
(Prodeus et al., 2015) (Kratschmer & Levy, 2017; Odeh et al., 2019). Puisque le 2°OH du
ribose est le groupement attaqué par les ribonucléases, nous observons l'utilisation des
nucléotides modifiés en position 2 (2"Fluoro, 20 méthyl, 2° amino) (Green et al., 1995;
Levi-Acobas et al., 2019; Padilla & Sousa, 1999; Wilds & Damha, 2000). Les analogues
de nucléotides ayant un pont méthyléne entre le 2°0 et 4°C du sucre (Locked nucleic
acids) (Schmidt et al., 2004) constitue également une stratégie trés répandue pour
améliorer la résistance aux nucléases (Karlsen & Wengel, 2012; Veedu & Wengel, 2010),
Kratschmer & Levy, 2017). Au-dela des modifications chimiques, les aptaméres ont subi
des changements structuraux, comme la circularisation d’aptameéres bivalents (Jiang et
al., 2018) ou la formation de polyméres par la liaison de plusieurs copies d’'un aptameére
(Vorobyeva et al., 2016) (Bouhedda et al., 2020).

1.3.4.2. Domaine catalytique

Différents types de ribozymes ont été utilisés pour développer des aptazymes. Les
ribozymes en téte de marteau étaient les premiers a étre expérimentés dans ce but (Rehm
& Hartig, 2014; Soukup & Breaker, 1999b) (Zhong et al., 2016) (Pu et al., 2020). Les
ribozymes en épingles a cheveux (Hall et al., 2007; Najafi-Shoushtari & Famulok, 2005),
les ribozymes HDV (Kertsburg & Soukup, 2002; Nomura et al., 2013; Strobel et al., 2020),
les introns du groupe | (Thompson et al., 2002) pistol (Kobori et al., 2017), twister (Felletti
et al., 2016a; Mustafina et al., 2020) et les ribozymes synthétiques (Helm et al., 2005) ont
été moins utilisés. Il y a deux facons de produire des aptazymes : par sélection ou par

conception rationnelle.
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1.3.4.3. Sélection in vitro

On peut sélectionner des aptazymes qui répondent & de nouvelles molécules en ayant
recours a la technique SELEX. Le principe est d’'insérer une séquence de nucléotides
aléatoires dans une tige ou une partie qui a un role critique dans la stabilisation de la
structure et de l'activité du ribozyme. Des cycles de sélection seront effectués afin
d’obtenir des ribozymes actifs ou inactifs aux dépens de la présence du ligand choisi
(Ferguson et al., 2004; Koizumi et al., 1999b; Robertson & Ellington, 1999; Robertson &
Ellington, 2001; Robertson et al., 2004). Cette technique a été moins utilisée que celle de

l'insertion d’un aptamére connu dans la tige d’'un ribozyme par conception rationnelle.
1.3.4.4. Conception rationnelle

L’autre fagon d’obtenir des aptazymes est d’utiliser un aptamére connu pour l'insérer dans
la séquence du ribozyme. Dans ce cas aussi, il y a plusieurs critéres a considérer pour
trouver la position la plus convenable pour insérer I'aptamére et les meilleures
modifications de séquences a inclure (Ogawa, 2011; Ogawa, 2014; Pu et al., 2020; Stifel
et al., 2019a; Tang & Breaker, 1997; Zhong et al., 2016b).

Un aptazyme peut étre structuré de deux facons différentes :

- Laptamére est inséré directement dans la séquence du ribozyme (Tang &
Breaker, 1997);

- L’aptameére est lié au ribozyme par une séquence qui joue le rdle d’un « linker »,
ou d’'un pont. Cette séquence permettra la modulation de la structure du ribozyme
selon la présence ou I'absence du ligand. Dans ce cas, le linker joue le rble de
transmetteur d’information entre I'aptamére et le ribozyme. La modulation de la
structure de l'aptameére affectera celle du linker, ce qui entrainera alors un
changement de conformation du ribozyme, qui sera soit activé ou inactivé, selon
la nouvelle réorganisation (Mustafina et al., 2020; Soukup & Breaker, 1999b; Stifel
et al., 2019a; Wurmthaler et al., 2019).

1.3.4.5. Application des aptazymes

Les aptazymes ont montré leur efficacité dans plusieurs études in vitro et in vivo pour le
contréle de I'expression génique dans des contextes différents, tels que le contrble de la
réplication des virus utilisés comme vecteurs pour livrer des thérapies géniques en

formant un « safety switch » (Ketzer et al., 2014). Chez les bactéries, des aptazymes ont
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été insérés dans les régions 5" UTR et 3" UTR du géne a contrdler. Ce principe a été
appliqué a des cellules humaines, et méme chez des souris (Felletti & Hartig, 2017). Les
ribozymes allostériques étaient aussi utilisés comme biosenseurs (Du et al., 2021;
Penchovsky, 2013; Rueda & Walter, 2006; Yang et al., 2017). Bien que les aptazymes
montraient une efficacité assez élevée dans les essais in vitro, ils rencontraient toutefois
des obstacles, comme la courte demi-vie dans les liquides physiologiques et les milieux
intracellulaires. Pour cela, les DNAzyme, qui sont des enzymes d’ADN synthétique
capables de couper 'ADN et 'ARN, ont été utilisés dans une plus grande majorité
d’applications et de développements de biosenseurs basés sur des aptazymes. Les
DNAzyme présentent une meilleure alternative étant donné qu’ils ont une meilleure
stabilité et un colt de synthése plus faible, en comparaison avec 'ARN (Walter & Stahl,
2020). Malgré cela, les DNAzymes sont limités a des applications in vitro et des milieux

extracellulaires, puisqu’ils ne peuvent pas étre exprimés directement dans les cellules.

Aprés avoir établi la preuve montrant que la séquence d’un ribozyme peut étre modifiée
pour l'ajout d’aptaméres, l'idée d’utiliser des oligonucléotides pour le méme but a été
publiée pour la premiere fois par Penchovsky et Breaker (Penchovsky & Breaker, 2005).
L’étude avait démontré qu’a l'aide d'une approche automatisée, en prenant en
considération la structure conservée du ribozyme, une région avec une séquence
aléatoire ou définie pour étre complémentaire a un oligonucléotide ayant une séquence
donnée est rajoutée a la tige I, par exemple (Figure 1.11). Cette région doit lier un
oligonucléotide donné, mais d’'une fagon a perturber ou stabiliser la structure active du

ribozyme.

Pour ce genre de conception, la génération de séquences de ribozymes passe par deux

étapes représentant les deux états que le ribozyme doit pouvoir adopter.

- L’état inactif en absence de I'oligonucléotide : les séquences générées doivent
former une structure désorganisée et inactive, mais stable dans cet état;

- Létat actif en présence de l'oligonucléotide : les séquences qui passent la
premiere étape de sélection sont filtrées pour conserver seulement celles qui
forment une structure répondant aux critéres d’'un ribozyme actif, stable et capable

de lier « 'entrée » (« input »).
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Dans le cas contraire, ou la présence de l'oligonucléotide doit inhiber I'activité du

ribozyme, le méme principe est conservé, mais en inversant les conditions de sélection.
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Figure 1.11 Ribozyme allostérique inhibé par la liaison d'un oligonucléotide

La séquence (en bleu) complémentaire a I'oligonucléotide est insérée dans la tige lll. A : en absence
de I'oligonucléotide, la séquence bleue forme une tige en boucle par interaction avec la séquence de
la tige lll. Ceci permet la formation de la structure active du ribozyme capable d’effectuer la réaction
de clivage. B : en présence de I'oligonucléotide, il interagit avec la séquence bleue, ce qui déstabilise
la structure du ribozyme qui devient alors inactif. Tiré de (Penchovsky & Breaker, 2005).

Cette stratégie a permis d’utiliser les ribozymes pour construire des fonctions et des
circuits logiques en réponse a une seule ou plusieurs «entrées » (inputs). En effet,
Penchovsky (Penchovsky, 2014) a construit différents types de fonctions logiques (YES,
AND, OR, NOT) par la détection d’'un ou de plusieurs oligonucléotides. De plus, des
ribozymes capables de distinguer des oligonucléotides avec des tailles variables ont été
sélectionnés (Penchovsky, 2012).

1.4. Outils de conception de ribozymes

Grace a leur activité catalytigue et a l'universalité de leurs applications chez les
procaryotes et eucaryotes, durant presque 40 ans d’études, les ribozymes ont été utilisés
dans différentes applications. Par ailleurs, les ribozymes naturels sont actifs en cis, mais
la séquence de la majorité des petits ribozymes auto-clivants est modifiable en une
version trans. En effet, un ribozyme doit répondre a deux conditions pour étre actif ;
posséder la séquence conservée, qui inclut généralement le cceur et le site catalytique,

et former la structure conservée. Ainsi, la génération ou la conception de nouvelles
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séquences synthétiques de ribozymes peut étre faite manuellement en respectant ces

deux régles.

En effet, la famille des petits ribozymes auto-clivants ne contient que le ribozyme Varkud
Satellite ayant une activité en trans, mais ils sont presque tous facilement modifiables en
version trans. Pour ce faire, il suffit de diviser ’ARN en deux régions : région ribozyme et
région substrat. Le ribozyme inclut le coeur catalytique, une ou plusieurs tiges complétes,
dépendamment du type du ribozyme, et une ou deux régions simple brin. Dans la majorité
des cas, le substrat est une séquence simple brin contenant le site de clivage flanqué de
part et d’'autre par des séquences complémentaires aux deux régions simple brin du
ribozyme. L’hybridation entre les deux parties permettra la formation de la structure

fonctionnelle du ribozyme, activant ainsi le clivage.

Les découvertes des ribozymes auto-clivants ont commencé en 1983 et se sont
poursuivies encore aujourd’hui. De plus, dans le but de rendre les ribozymes malléables
aux applications voulues, la sélection de nouveaux ribozymes est indispensable. Cette
sélection a été faite en premier in vitro, soit de fagcon a générer des ribozymes plus
efficaces que ceux existant naturellement, ou pour obtenir des ribozymes avec de
nouvelles fonctions. Ceci a commencé avec la découverte de certains ribozymes qui
peuvent étre divisés en deux brins : enzyme et substrat. Ce fut a la fin des années quatre-
vingt (Forster & Symons, 1987b; Hampel & Tritz, 1989; Uhlenbeck, 1987), ce qui avait
abouti a la conception des premiers ribozymes actifs en trans. Les premiers designs
étaient faits manuellement pour la génération de ribozymes ayant des mutations
ponctuelles (Haseloff & Gerlach, 1988; Jeffries & Symons, 1989; Lai et al., 1996; Puttaraju
et al., 1993) (Koizumi et al., 1989; Scherr et al., 1997), des ribozymes HDV (Prasad et al.,
1992), des ribozymes antiviraux (Inokuchi et al., 1994; Rossi et al., 1990; Rossi & Sarver,
1990; Russell, 1990; Sarver et al., 1990; Weinberg et al., 2007) et d’autres contre des
ARNmM (Cameron & Jennings, 1989). Les ribozymes issus de ces designs s’étaient avérés
actifs, mais une méthode pour la génération de plus de candidats donnant une probabilité

plus élevée d’avoir de meilleurs candidats était la sélection in vitro.
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1.4.1.1. Sélection de ribozymes actifs en trans

La sélection de nouveaux ribozymes in vitro a commenceé par celle de ribozymes en trans.
Cette sélection consiste en une itération de cycles de maniére a obtenir une séquence ou
une activité désirée. Au début, par exemple la séquence d’un ribozyme hairpin, ayant
prouvé son activité contre 'ARN de HIV, est altérée par des mutations dans la région
complémentaire a la cible. Cette altération a permis de sélectionner des séquences de
ribozymes ayant une meilleure activité de clivage a la suite de quelques cycles de criblage
(Joseph & Burke, 1993). Ensuite, un criblage pour des régions accessibles sur des cibles,
comme des ARNm, était fait par l'utilisation d’une librairie de séquences aléatoires ayant
seulement deux nucléotides complémentaires au site de clivage comme séquence fixe.
Dans I'exemple de recherche des sites potentiels a cibler par des ribozymes en téte de
marteau, deux nucléotides AC ont été fixés (Figure 1.12). Le processus de sélection se
fait par I'incubation des ARN radio-marqués de la librairie avec 'ARNm cible, suivie d’une
migration sur un gel natif. Les ARN capables de lier la cible migrent plus lentement que
ceux libres, qui sont, a la fin, a un niveau plus bas sur le gel. Ces processus sont répétés
au moins cing ou six fois, aprés lesquels les séquences sont clonées et séquencées.
Enfin, la décision du choix des sites se fait apres vérification de la structure secondaire de
TARNm afin de désigner les régions ayant plus d’accessibilité. Les séquences
sélectionnées représentent alors les brins de ribozymes actifs en trans capables de
s’hybrider sur TARNm cible (Lieber & Strauss, 1995; Norris et al., 2000). L’autre moyen
de sélection est de construire une librairie de ribozymes avec le méme principe, mais
plutét que deux nucléotides, seulement la tige Il ainsi que le cceur catalytique sont
conservés. Dans ce cas, la sélection se fait en se basant sur I'activité en premier. Les
régions coupées sont récupérées, les ADN copies sont générés, amplifiés et séquencés ;
guant aux, séquences obtenues, elles permettront de déterminer celles de ribozymes
actifs (Campbell & Cech, 1995; Lieber et al., 1997; Lieber & Strauss, 1995; Nakamaye &
Eckstein, 1994). Une autre stratégie de sélection de ribozymes actifs en trans est de fixer
'’ARN cible sur une colonne et faire passer les ribozymes de la librairie a l'intérieur. Ceci
permet tout d'abord de garder seulement les ribozymes qui lient la cible par
complémentarité. A la suite d’'une incubation dans un tampon de clivage, seuls les

ribozymes actifs tomberont une fois qu’ils auront coupé I'ARN cible. Le processus est
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répété plusieurs fois jusqu’a I'obtention d’un ribozyme ayant une activité supérieure a celle
du WT (Nishikawa et al., 1995; Nishikawa et al., 1996).

Substrat

> NNNNNNNNNNNGUC NNNNNNNNNNNNN 7
NNNNNNNNNNNCA NNNNNNNNNNNNNS
A Cy

A GG
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G.C
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Figure 1.12 Librairie de sélection d'un ribozyme actif en trans

Les tiges | et lll du ribozyme ont des séquences aléatoires (présentées avec des N) sauf deux
nucléotides CA permettant I’hybridation au site GUC qui est le site de clivage. Adapté de (Lieber &
Strauss, 1995)

1.4.1.2. Sélection de nouveaux ribozymes

En parallele a la sélection de ribozymes avec des activités connues, pendant la méme
période, plusieurs laboratoires ont travaillé sur la sélection de ribozymes avec de
nouvelles fonctions. Ceci était encouragé par les découvertes de différentes activités
catalytiques de ribozymes semblables aux protéines, ce qui a conduit a la volonté de

sélection de nouveaux ARN non existants en nature avec d’autres activités enzymatiques.

Le principe de sélection était toujours le méme, soit celui de la répétition de cycles de
sélection par l'incubation d’'une librairie d’ARN avec des séquences aléatoires, avec une
cible donnée afin d’obtenir une activité désirée. Cette technique avait permis la sélection
de ribozymes ayant une activité peptidyl transférase, semblable a celle des ribosomes,
sans l'aide de protéine (Zhang & Cech, 1997), d’autres a l'activité de polynucléotides
kinase (Lorsch & Szostak, 1994), de ligase (Bartel & Szostak, 1993) et de plusieurs autres
réactions enzymatiques (Beaudry et al., 2000; Gold et al., 1995; Pan, 1997; Tuschl et al.,
1998). Toutes ces sélections ont été véritablement produites en utilisant le principe d’une
technique, développée en 1990, pour la sélection de séquences d’acides nucléiques

fonctionnelles liant un ligand spécifique, soit « les aptameéres ». Cette technique a été
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nommée SELEX. Ensuite, elle a été adaptée pour la sélection de ribozymes et

d’aptazymes.

1.4.2.1. Principe

La techniqgue SELEX a été développée en 1990 (Ellington & Szostak, 1990; Tuerk & Gold,
1990b). Cette technique consiste en I'utilisation d’une librairie de séquences aléatoires
(typiguement ~10*° séquences différentes) d’une taille de 20 a 100 nucléotides flanqués
par deux séguences constantes, et ce afin d’effectuer des cycles de sélection. La librairie
d’acides nucléiques est incubée en présence du ligand d’intérét. Les ADN/ARN liant la
molécule cible sont sélectionnés et amplifiés par PCR afin de passer au prochain cycle,
et celles non liées sont éliminées (Figure 1.13). Avec I'avancement des tours de sélection,
les conditions deviennent plus strictes (plus de lavages, diminution du temps d’incubation
et de la concentration du ligand, etc.) afin d’augmenter la stringence de la liaison avec le
ligand (Darmostuk et al., 2015). La sélection est terminée lorsqu’'un enrichissement de
séquences est atteint. Les séquences enrichies sont caractérisées afin de choisir
« 'aptamére final ». Ceci se fait en déterminant les constantes de dissociation (Kp). Le Kp

le plus faible appartient généralement a la séquence ayant la meilleure affinité au ligand.

Dans le cas de ribozymes, la sélection est achevée une fois que l'activité catalytique
voulue est atteinte. Dans le cas d’aptazymes, les deux criteres d’affinité au ligand et de la
capacité d’effectuer la réaction catalytique sont considérés pour mettre fin au SELEX
(Piganeau, 2009; Piganeau et al., 2001; Robertson & Ellington, 1999; Roth & Breaker,
2004).
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Figure 1.13 Protocole de SELEX

Le ligand fonctionnalisé sur des billes magnétiques est incubé avec la librairie d’ADNsb (simple brin)
ou ARN ayant des séquences aléatoires. La séparation se fait par un champ magnétique permettant
de lier les billes magnétiques ainsi que les ARN liés, les oligonucléotides non liés passent dans le
flux. Les ARN liés sont ensuite élués et rétro-transcrits ce qui permet la génération de ’ADNc qui est
amplifié par PCR permettant le passage au prochain cycle. Adapté de (Darmostuk et al., 2015)

1.4.2.1. Ligands et switch de structure

Le criblage de nouveaux ribozymes a commencé au début des années 90 et continue
jusqu’a aujourd’hui (Arriola & Muller, 2020; Berzal-Herranz et al., 1992; Chapman &
Szostak, 1994; Chen et al., 2009; Fukuda et al., 2014; Ghaem Maghami et al., 2019;
Huang et al., 2019; Olson & Muller, 2012; Piganeau, 2009; Piganeau et al., 2001;
Robertson & Ellington, 1999; Roth & Breaker, 2004) (Dagenais & Legault, 2021; Magde
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et al., 2021; Walton et al., 2020). Le principe d’itération est le méme, mais les méthodes
de sélection ont évolué au cours du temps. Ceci dépend de la fonction ainsi que du ligand
a lier. En effet, le ligand d’'un aptamére ou d’un aptazyme peut étre une petite molécule
(acides aminés, métaux, vitamines et métabolites), une macromolécule (protéines,
polysaccharides, etc.) ou des cellules complétes (bactéries, cellules cancéreuses, etc.)
en ciblant une molécule spécifique a la surface cellulaire (Farjami et al., 2013; Krasitskaya
et al., 2019; Labib et al., 2012; Lee et al., 2013; Porchetta et al., 2012). Dans le cas des
cellules, la cible réelle est vraisemblablement une macromolécule (Zhou et al., 2012).
Ainsi, le SELEX ne représente pas une seule méthode bien définie, mais plutét un principe
général qui est suivi pour obtenir un oligonucléotide d’'une fagon différente dépendamment
du ligand, du type et de la fonction de 'ARN a sélectionner. De plus, avec I'avancement
technologique, le processus de sélection a subi plusieurs modifications et de
perfectionnement. De nouvelles approches ont été développées, comme « the one step
SELEX» (Arnold et al., 2012; Lauridsen et al., 2012), Capillary Electrophoresis SELEX
(CE-SELEX) (Hamedani & Muller, 2016), Capture SELEX (Boussebayle et al., 2019), in
vivo SELEX (Cheng et al., 2013) } (Chen et al., 2009; Huang et al., 2019; Olson & Muller,
2012), RAPID (aptamer isolation via Dual cycles) et SELEX, utilisant une plateforme
nommée MEDUSA (Microplate based Enrichment Device Used for the Selection of
Aptamers) (Chau et al., 2020).

La capacité de liaison spécifigue des molécules est conférée aux
aptameéres/aptazymes par le repliement en une structure tertiaire stable et bien définie
pour chaque aptamére (Figure 1.10) (Tuerk & Gold, 1990b) (Famulok et al., 2007a). Cette
structure spécifique ne se forme souvent qu’en présence du ligand, de sorte qu'un
changement conformationnel se produit entre I'état libre et I'état lié (Figure 1.13). De plus,
la liaison entre 'aptameére et son ligand peut étre accomplie par des liaisons hydrogéne,
des liaisons Van der Waals et des interactions électrostatiques (Gulbakan et al., 2018;
Pendergrast et al., 2005).

1.4.2.2. Analyse des résultats de SELEX

L’enrichissement des séquences est détecté par le séquencage de I'ADN issu de
différentes générations de SELEX. La méthode conventionnelle est le clonage de 'ADN
de la derniére génération de SELEX et de quelques dizaines de plasmides extraits de

colonies résultant de ce clonage ; et ce dernier est envoyé au séquencage Sanger. Ceci
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donne une idée générale des exemplaires de séquences enrichies choisies aléatoirement,
ce qui nest jamais assez pour identifier tous les candidats et ainsi trouver le meilleur
aptameére. Une nouvelle fagon qui permet d’avoir une vue exhaustive des séquences et
de I'évolution de leur enrichissement est le séquencgage a haut débit avec les différentes
plateformes disponibles (lllumina, 454 de Roche et lonTorrent). L'ADN amplifié de toutes
les générations issues de chaque cycle de SELEX, en commengant par la librairie initiale,
peut étre séquencé. Ceci permet d’analyser de nombreuses séquences et de choisir les
candidats ayant le plus grand nombre de représentants, c’est-a-dire «lectures» ou
« reads » (Komarova et al., 2020; Yokobayashi, 2020). Bien que le séquencage haut débit
ait 'avantage de générer beaucoup de données (des milliers, voire des millions de
séquences), l'analyse de résultats de séquengage n’est pas une tache facile a faire,
manuellement. Des outils bioinformatiques facilitant ce processus ont surtout été
développés pour les séquences d’aptaméres, ce qui peut étre aussi utilisé pour les
aptazymes. Citons comme exemple Galaxy (Thiel & Giangrande, 2016), AptaSuite
(Hoinka et al., 2018), AptaPLEX (Hoinka & Przytycka, 2016) et FASTAptamer (Alam et
al., 2015). Ces programmes autorisent généralement la formation des « Cluster» de
séquences uniques, mais similaires selon leurs abondances ou selon la structure primaire
gu’ils forment. Il y a des outils comme APTANIZ2 (Caroli et al., 2020) qui offrent méme des
prédictions des structures secondaires et des motifs de liaison du ligand puis ils

comparent les séquences en fonction de cette caractéristique.

Bien qu’il y ait beaucoup d’avancement dans les méthodes de sélection in vitro et une
apparition de plusieurs essais a haut débit qui ont pour but d’accélérer le processus, le
progrés reste limité. Ceci est di au grand nombre de parametres a prendre en
considération lors de la conception de ribozymes et de librairies de sélection. A ces
parameétres s’ajoutent de nouvelles variables, comme la révélation des motifs structuraux
indispensables a l'activité de plusieurs ribozymes, qui ont été ignorés plusieurs années
apres leur découverte. Le dévoilement des motifs, comme les pseudonceuds n’a pas
changé uniquement les données de structures, mais également les facteurs
environnementaux permettant I'activité de ribozymes. De ce fait, en variant la séquence,
les conceptions manuelles peuvent résulter par des possibilités trés vastes de structures
secondaires non actives, ce qui complique la tache. Par conséquent, des méthodes de

conception permettant d’accélérer I'obtention de résultats ainsi que l'optimisation des
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designs étaient une nécessité. En vue de ce besoin, des outils bioinformatiques
permettant la conception automatique de nouvelles séquences de différents types de
ribozymes ont été développés. Ce développement a touché a la fois les ribozymes actifs
en cis et en trans, avec des programmes spécialisés pour ces derniers ou pour des ARN

en général.

Les essais de développement de programmes informatiques pour 'ARN ont débuté par
des outils de prédiction de structure secondaire, quelques années avant la découverte de
ribozymes (Pipas & McMahon, 1975; Studnicka et al., 1978; Tinoco et al., 1973; Tinoco
et al., 1971). Néanmoins, pendant ce temps, la structure d’ARN n’était pas encore trés
bien comprise, mais les petits ARN catalytiques ont dévoilé plusieurs secrets par rapport
a ces structures. Avec les données expérimentales fournies par résolution de plusieurs
structures de ribozymes et des motifs de structures secondaires, la relation entre la
structure globale et la fonction d’'un ARN était déterminée (Dethoff et al., 2012; Jaeger et
al., 1993; Lu & Chang, 2016; Mortimer et al., 2014; Shah & Brunger, 1999; Wan et al.,
2011). En réalité, 'ARN est formé par des sous-unités structurales au moyen de divers
types de paires de bases. En effet, le repliement des ARN sur eux-mémes résulte
principalement de la formation des motifs des tiges avec boucles terminales et/ou
internes, des pseudonceuds, des kissing loop, des jonctions, etc. Ces motifs, ainsi que
l'interaction entre eux formant la structure tridimensionnelle, sont sous I'emprise des lois
de la thermodynamique. Ceci est réalisé en déterminant des paramétres comme I'entropie
« AS », I'’énergie libre incluant « the melting tempreture (Tm) » et « the Gibbs free energy »
ou I'enthalpie libre « AG ». L'importance de ces parameétres vient du fait que leurs valeurs
définissent la stabilité d’'une structure formée (Turner, 1996). Les valeurs dépendent des
paires de bases (canonigues ou non canoniques) formées, mais aussi des nucléotides
proches, de leurs positions et interactions ainsi que des conditions de I'environnement de
'ARN (Broda et al., 2005; Jacek Nowakowski and Ignacio Tinoco, 1997; Turner, 1996;
Wu et al., 2009).

C’est en se basant sur ces paramétres et facteurs qu’'un grand nombre d’outils de
prédiction et de conception de nouvelles séquences d’ARN naturelles et synthétique
synthétiques se sont développés. En fait, la prédiction de structures de nouvelles
séquences est basée sur les données expérimentales existantes constituant les valeurs

des parametres de stabilités thermodynamiques. Le but de ce genre de prédiction est la
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minimisation de la valeur de I'énergie libre (‘minimum free energy’ (MFE)) correspondant
a la structure obtenue. Par le fait que des données existantes fournissent les MFE de
différentes paires de bases et motifs, dépendamment de la nouvelle séquence entrée,
plusieurs versions de structures sont générées et évaluées par le calcul de paramétres
thermodynamiques. La structure choisie est celle présentant la valeur de MFE la plus
faible (Doshi et al., 2004; Mathews, 2004; Mathews & Turner, 2006; Sato et al., 2021; Wu
et al., 2009). Ce type de prédiction peut étre aussi combiné avec une approche d’analyse
comparative basée sur la comparaison de séquences similaires, en supposant qu’elles
forment des structures similaires (Gardner & Giegerich, 2004; Reuter & Mathews, 2010;
Seetin & Mathews, 2012).

Dans le cas d'une conception de nouvelles séquences, le principe ne difféere pas
beaucoup. La différence est qu’a défaut d’entrer une séquence, c’est la structure qui est
prédéfinie. Dans ce cas également, ce sont les mémes paramétres thermodynamiques
qui déterminent la séquence a choisir. Ceci est di au fait que I'évaluation de chaque
nouvelle séquence s’effectue par une prédiction de structure qui passe par une étape de
comparaison a la structure désignée au début (Aguirre-Hernandez et al., 2007; Dirks et
al., 2004; Dotu et al., 2014; Rodrigo & Jaramillo, 2014).

Les outils de conception développés sont nombreux, mais une majorité a utilisé des
algorithmes basés sur la MFE ou la fonction de partition. En effet, cette derniére, pour le
repliement d’ARN, constitue la probabilité de différentes possibilités de repliement d’'un
ARN en une certaine structure a une température définie. Ceci est exécuté par la
considération non seulement d’une seule structure optimale ayant la MFE la plus faible,
mais aussi de toutes les structures sous-optimales formées par chaque possibilité de
formation de paires de bases. La fonction de partition fait la somme des prédictions de
sous-structures afin de donner comme résultat la prédiction d'une seule structure
optimisée (Bonhoeffer et al., 1993; Huang et al., 2009; Lorenz & Clote, 2011; Mathews,
2004; McCaskill, 1990; Zhang et al., 2020b).

Les méthodes computationnelles different et évoluent jusqu’a nos jours, mais le but
principal reste le méme, soit d’obtenir des prédictions efficaces qui remplaceront les
techniques expérimentales ardues. C’est dans ce but que ces outils de prédiction étaient
et sont toujours utilisés dans le cadre de générations de nouvelles séquences de

ribozymes.
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1.4.5. Outils de conception de ribozymes actifs en trans

Pendant les années de sélection de ribozymes actifs en trans in vitro, seulement des outils
de prédiction comme mfold (Zuker, 2003b) étaient employés. Ceci se produisait dans le
cadre de vérifications de structures secondaires des ARN cibles de ribozymes, afin de
vérifier 'accessibilité des régions complémentaires aux brins du ribozyme (Campbell &
Cech, 1995; Lieber et al., 1997; Lieber & Strauss, 1995; Nakamaye & Eckstein, 1994;
Norris et al., 2000).

C’est seulement aprés plus d’'une dizaine d’années qu’un premier outil est venu remplacer
I'étape de recherche in vitro des cibles potentielles de ribozymes en téte de marteau et
SOFA-HDV (qui est une version modifiée du ribozyme HDV). « Ribosubstrate » permet
d’effectuer la recherche des cibles possibles de ribozymes ayant déja leurs séquences
définies (Lucier et al., 2006a). La recherche s’appuie sur une analyse par I'outil
informatique Blast avec des bases de données d’ADNc (ADN complémentaire) de
plusieurs génomes intégrés dans le systeme. Ce Blast permet de prendre en
considération des séquences trés courtes (quelques nucléotides), des paires de bases
non canoniques «wobble» (G-U) et des mésappariements. Pendant ce temps, ces
critéres assemblés n’étaient présents dans aucun autre outil de Blast existant. Le but
principal de « Ribosubstrate » était de fournir les séquences cibles, tout en assurant leur
spécificité a un seul substrat pour éviter I'effet de « OFF targets », un probléme majeur

des ribozymes et d’autres acides nucléiques fonctionnels anti-sens (Lucier et al., 2006a).

Quelgues années plus tard, dans le but de limiter la charge du travail expérimental pour
la sélection de ribozymes actifs, le premier outil de conception automatisé de ribozymes
a été développé, en 2012. Le programme nommé ALADDIN (SeArch computing tooL for
hAmmerheaD ribozyme DeslgN) (Mercatanti et al., 2012) était désigné pour le ribozyme
en téte de marteau minimal. Il prenait en considération a la fois la recherche du site de
clivage accessible sur la cible et la conception des brins de ribozymes complémentaires
a cette derniére. Ce qui manquait dans ce programme était la vérification de la spécificité
du ribozyme généré, donc de l'activité hors cible. De plus, a I'exception de la séquence
de 'ARN a dégrader et sa structure secondaire, le logiciel ALADDIN ne prenait en

considération aucun parameétre en relation avec I'environnement de la réaction.

Parallélement au développement de ces programmes, les avancements

technologiques ont permis de mieux comprendre les motifs structuraux de 'ARN en
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étudiant les ribozymes, surtout celui en téte de marteau. Avec ses avancements les
logiciels existants avant 2015 n’étaient plus suffisants pour répondre au besoin de
conception de ribozyme d’'une fagon efficace car ces outils n’étaient pas complétement
automatisés et en général, aucun parametre ne pouvait étre ajusté. De plus, les
pseudonceuds se sont avérés essentiels dans I'activité de plusieurs ARN et donc il est

important de les inclure dans les outils de conception.

Parmi les motifs structuraux, les pseudonceuds représentent un exemple d’interaction
tertiaire qui se passe entre deux ou plusieurs tiges de ribozymes comme celui en téte de
marteau, HDV, pistol, et GImS. Ceci a engendré une amélioration des algorithmes de
conception et de prédiction de nouveaux ARN. Le pseudonceud n’était pris en
considération pour des ribozymes actifs en trans que dans le cadre du service web
« Ribosoft1.0 », développé en 2015. Ce programme a tenté de couvrir, en plus, des
paramétres déja utilisés par les outils publiés avant, ceux qui étaient ignorés par ceux-1a,
comme l'accessibilit¢ du site de clivage du ribozyme présent sur la cible et ce
dépendamment de la structure secondaire de 'ARN a dégrader (Kharma et al., 2016).
« Ribosoft1.0 » permet de concevoir les ribozymes en téte de marteau ayant la structure
minimale ou compléte. Cet outil inclut déja la structure secondaire de chaque version du
ribozyme avec les nucléotides conservés. |l génere des séquences qui doivent se replier
dans la structure donnée en répondant a des critéeres choisis par l'utilisateur. Pendant le
processus de conception, les séquences générées passent par des étapes de filtration
selon des parameétres calculés par Ribosoft comme la qualité de la structure des
ribozymes congus, la température d’hybridation entre les brins du ribozyme et la cible,

ainsi que la spécificité des ribozymes destinés a I'utilisation in vivo.

Finalement, malgré les avantages que Ribosoft présentaient par rapport aux logiciels
existants, son inconvénient était le choix de ribozymes a concevoir, limité & deux types de
ribozymes en téte de marteau. Ainsi, pour mieux profiter de la diversité des fonctions et
structures des ribozymes et aptazymes connus, un serveur permettant la conception de

n’importe quel ribozyme connus serait souhaitable.

La conception automatisée des ribozymes auto-clivants a commencé avant celle des
ribozymes en trans par le laboratoire de Breaker, dans le but de générer des ribozymes

allostériques répondant a des oligonucléotides (Penchovsky, 2012; Penchovsky, 2014;
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Penchovsky & Breaker, 2005; Penchovsky & Kostova, 2013). Ce type de conception a
utilisé des algorithmes basés sur la fonction de partition, afin de permettre I'obtention de
toutes les possibilités de structures obtenues par I'hybridation du ribozyme avec
I'oligonucléotide menant a la meilleure structure finale (Penchovsky, 2014). D’autres types
de ribozymes étaient congcus en ayant recours a des programmes existants sans
développement de nouvel algorithme comme des ribozymes « Hairpin» générés par
I'utilisation de ViennaRNA package (Petkovic et al., 2015) ainsi que des ribozymes RNase
P allostériqgues (Ender et al., 2021; Petkovic et al., 2015). Toutes ces approches ne
nécessitaient pas la modification d’'une grande partie des séquences du ribozyme, mais
plutét d’'une seule région. Celle modifiée devait répondre au seul critére fixé par le
développeur, soit stabiliser ou déstabiliser la structure active du ribozyme selon le but de
I'expérience. Pour des conceptions plus avancées, ou la plus grande majorité de la
séquence devrait changer, et des motifs structuraux plus complexes, qui sont différents
de structure simple de tige-boucle, une approche nommée repliement inverse (« inverse
folding ») est utilisée (Zhong et al., 2016b). Cette approche préconise ['utilisation de la
structure secondaire comme matrice pour générer de nouvelles séquences se repliant
exactement dans la méme structure. Elle permet de prendre en considération des motifs
comme les pseudonceuds, présents dans un grand nombre de ribozymes, pour lesquels
la prédiction et la conception sont complexes (Perrotta & Been, 1991; Yamada & Tanaka,
2020). Cette complexité de conception de pseudonceuds vient du manque de données
sur les parameétres thermodynamiques de leur formation. Ces parameétres essentiels a
leur conception ne sont pas trés bien compris et sont actuellement encore étudiés (Cao &
Chen, 2006; Mandic et al., 2019; Shi et al., 2018). De plus, les pseudonceuds se forment
par l'interaction entre une boucle et un autre motif de région simple brin d’ARN ; par contre,
les données de modéles d’énergie de boucles sont limitées. Pour ces raisons, les outils
de prédictions et de conceptions se basant seulement sur la MFE sont incapables de
prédire ce motif et lorsqu'ils le font, le taux de fausses prédictions est élevé (Hajdin et al.,
2013).

Pour régler ces problemes, le repliement inverse tient compte de différentes contraintes
structurales qui sont parfois difficiles a prédire (Churkin et al., 2018). Cette capacité du
repliement inverse est due a I'utilisation d’algorithme assemblant la fonction de partition
et la MFE. Ceci fait en sorte que les probabilités de structures prédites ne sont pas limitées

a une seule structure définie seulement par la MFE. En fait, la conception par cette
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approche commence par la génération d’'une séquence « seed » qui sera mutée dans
chaque position ou des nucléotides non conservés existent. Les cycles de mutations se
poursuivent jusqu’a ce que la séquence réponde aux critéres de la structure entrée au
début (Churkin et al., 2018). Dans le contexte de ces conceptions, un paramétre nommé
«ensemble defect » est pris en considération. Il définit le nombre moyen de nucléotides
mésappariés a un équilibre thermodynamique. En réduisant la valeur de ce parametre, la
probabilité d’obtention de la bonne structure augmente (Zandi et al., 2016). Dans le cas
de la (MFE), qui permet de comparer la structure de la nouvelle séquence a l'originale, la
différence de MFE des paires de bases formées par la nouvelle séquence et celle de la

structure visée doit étre minimisée.

La représentation de la structure dans un algorithme de «inverse folding » peut étre
produite par des symboles qui sont des « () » correspondants aux paires de bases, des
points «.» indiquant les nucléotides des régions simple brin. Finalement, pour la
conception de structures avec des pseudonoeuds, «[ ]» définissent les nucléotides
formant des paires de bases générant ce motif (Zandi et al., 2016). Alors, le principe de
la conception est de conserver la séquence de nucléotides indispensables a I'activité d’'un
ARN et a la modification de tout le reste. Dans le cas de ribozymes, afin de maintenir
lactivité, les nucléotides cruciaux a la réaction de clivage (cceur catalytique) sont

conserveés.

La premiére utilisation du repliement inverse a été effectuée dans le cadre du Vienna RNA
package (Hofacker, 2004), qui est un ensemble de programmes permettant la conception,
la computation et I'analyse des séquences et structures d’ARN ; ceci est suivi par le
développement de plusieurs autres outils (Table 1.1). En se basant sur la suite de logiciel
Vienna RNA, plusieurs programmes ont été développés, permettant la conception de
différents types d’ARN, y compris les ribozymes. Un exemple de service web disponible
est le RNAIiFold, ayant prouvé son efficacité par la conception des ribozymes en téte de

marteau qui étaient actifs in vitro (Dotu et al., 2014).

Ce qui manque dans RNAiFold est la capacité de prendre en considération les
pseudonceuds qui ont un role majeur dans la formation et la stabilisation de la structure
active de plusieurs ribozymes (Chadalavada et al., 2002; Penedo et al., 2004; Peselis &
Serganov, 2014; Rastogi et al., 1996; Staple & Butcher, 2005; Vusurovic et al., 2017). De

nouveaux algorithmes ont été développés et les ribozymes synthétiques générés ont été
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actifs. Le premier est I'algorithme Enzymer, qui a la capacité de concevoir n'importe quel
type d’ARN ayant un ou plusieurs pseudonceuds (Zandi et al., 2016). Un autre algorithme
se montrait efficace pour la conception des ribozymes HDV synthétique ayant un double
pseudonceud. Il a été prouvé que les ribozymes sont actifs in vitro, et la comparaison de
leurs structures avec celle du WT a été faite par in-line-probing afin de montrer que les

ribozymes congus se replient dans la méme structure (Yamagami et al., 2019).

L’intérét de prouver l'activité de nouveaux ribozymes ou d’ARN congus, ainsi que la
preuve qu’ils forment la bonne structure, permet, en premier lieu, d’évaluer 'efficacité des
outils de conception. De plus, les données expérimentales permettent de définir les
problémes et défauts de conceptions d’un outil biocinformatique, en identifiant les défauts
de structures ou d’activités. Ce retour joue le réle d’'un feedback qui permet d’optimiser
les parameétres de conception, a plusieurs reprises jusqu’a I'obtention des meilleures
conceptions possibles.
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Table 1.1 Différents logiciels basés sur I'approche de 'inverse folding'

Program Service Code Extension Capacité Remarques
web source | de pseudo- cbile
noeuds multiple
AntaRNA + + + _
RNAiFold + + _ + Expérience de laboratoire en
biologie
RNAinverse + + _ _ Premier program développé-
Expérience de laboratoire en
biologie
NUPACK + + _ _ Optionnel : Structure multibrins
de cible- Expérience de
laboratoire en biologie
INFO-RNA + + _ _
RNA-SSD + _ _ _
Frnakenstein _ + _ +
ERD + + + _
MODENA _ + + +
IncaRNAfbinv + + _ _ Sélection de fragment activée.
Expérience dans la détection
d'’ARN
RNAfbinv _ + _ _ Sélection de fragment activée
RNAexinv _ + _ _ Pas de sélection de fragment
par l'utilisateur
IncaRNAtion _ + _ _ Approche globale-locale
RNA-ensign _ + _ + Approche globale
NanoFolder + _ + _ Nanostructures - ARN multibrin -
expérience de laboratoire en
biologie
CDSfold + + _ _ Conception de séquences
codant des protéines
RNAdesign _ + _ _
EternaBot + _ _ _ Regles de conception définies
par les joueurs d'Eterna
RNA-redesign + _ _ _ Tridimensionnel : Backbone fixe

Adapté de de (Churkin et al., 2018)

Finalement, les ribozymes synthétiques sont passés par différents stades de sélection et

conception ; ils évoluent actuellement avec I'avancement technologique (résumé dans la
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figure 1.12). Tous ces essais ont pour but d’avoir de meilleurs ribozymes utilisables dans

des applications réelles.

Conception
Utilisation des informatique de Publication
outils de Développement Rzactifsentrans  de deux services

prédiction  Sélection des outils utilisant des web pour

destructure de premiers  de prédiction programmes la conception
Découvertes dans le cadre Rzs de structure comme de Rz
de premiers Développement de sélection allostériques incluant Vienna et actifs en trans
Rzs (1) de SELEX (3) de Rz (5) in vitro (7) les pseudonoeuds (9) RNAiFold (11) ‘ALADDIN(13)-Ribosoft' (14)

1990 - 2000 2000- 2010 2010-2020

Sélectionde Sélectionde  Débutde Conception  Publications Développement  Conception

Rzs nouveaux  découverte informatique de premiers outil de divers de Enzymer
actifs en trans Rzs des de Rzs destiné aux algorithmes et 'algorithme
invitro(2)  par SELEX (4) pseudonoeuds allostériques Rzs basés sur de Yamagami
impliqués actifsencis  (Ribosubstrate) I'approche de destiné a
dans les structure (8) (10) 'Inverse Folding'  la génération
de Rzs (6) (12) de Rzs

avec des pseudonoeuds
(15)
Figure 1.14 Chronologie de différentes méthodes de sélection et conception de ribozymes.

*Rzs : Ribozymes. Références (1) (Kruger et al., 1982), (2) (Lieber & Strauss, 1995), (3) (Ellington &
Szostak, 1990), (4) (Bartel & Szostak, 1993), (5) (Nakamaye & Eckstein, 1994), (6) (Jeng et al., 1996), (7)
(Tang & Breaker, 1997), (8) (Penchovsky & Breaker, 2005), (9) (Hofacker, 2004), (10) (Lucier et al.,
2006a), (11) (Petkovic et al., 2015), (12) (Dotu et al., 2014), (13) (Mercatanti et al., 2012), (14) (Kharma et
al., 2016), (15) (Zandi et al., 2016) (Yamagami et al., 2019)

1.5. Applications et utilisations de ribozymes

Grace a leur activité de clivage et a leur petite taille de ribozymes, ils ont été utilisés dans
une large gamme d’applications a différentes fins. En fait, le ribozyme en téte de marteau
est 'ARN catalytique le plus étudié, ce qui a beaucoup aidé a la compréhension de la
catalyse de 'ARN. C’est grace a cette compréhension qu’il y a eu le développement de
méthodes expérimentales et bioinformatiques de conception de nouveaux ribozymes pour
permettre de concevoir plus facilement des ribozymes qui répondent exactement au

besoin de I'application, en particulier lorsqu’il s’agit de cibler un ARN pour qu’il soit coupé.

1.5.1. But thérapeutique

Les ribozymes actifs en trans ont été utilisés dans un but thérapeutique en ciblant des

genes impliqgués dans plusieurs maladies comme différents types de cancers, de méme
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gue des maladies musculaires ou neuronales. Par exemple, dans le cas de la dystrophie
musculaire oculopharyngée, les ribozymes attaquent spécifiquement 'TARNm responsable
de la production d’'une protéine aberrante comme la PABPN1 (Kharma et al., 2016).
Concernant les cancers, plusieurs essais ont été faits in vitro, dans des cellules et in vivo,
ou les ribozymes ont montré une efficacité dans la dégradation des ARNm cibles causant
la diminution de I'expression, par exemple pour HER-2 (human epidermal growth factor
receptor 2), impliqué dans le cancer du sein (He et al., 2010). Aussi une combinaison de
trois ribozymes en téte de marteau avait montré une forte efficacité dans la réduction de
I'expression de survivine, résultant une diminution du taux de survie des cellules
cancéreuses chez des souris (Fei et al., 2008).

D’autres ribozymes ont été capables de dépasser les tests de laboratoire pour passer aux
essais cliniques. Afin de pouvoir utiliser les ribozymes in vivo, il fallait améliorer leur
stabilité (résistance a la dégradation) pour augmenter leur demi-vie. Dans ce but,
plusieurs modifications chimiques ont été incorporées dans les ARN, comme la
substitution du 2°-OH par 2"-O-methyl et 2"-deoxy-2"-C-allyl uridine. Ceci est le cas du
ribozyme nommé « Angiozyme » qui diminue I'angiogenése. Le ribozyme cible le VEGFR-
1 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1) et il a été testé chez des patients ayant
le cancer des reins (Weng et al., 2005) et le cancer du sein (Schubert & Kurreck, 2004).
En plus de l'utilisation des ribozymes contre les génes impliqués directement dans le
développement et la survie des cellules cancéreuses, des ribozymes allostériques ont été
utilisés pour controler I'expression des vecteurs et des génes de suicides a exprimer dans
les cellules cibles. En guise d’exemple, un aptazyme contrdlé par la théophylline a été
inséré dans le 3'UTR du géne de suicide HSV-TK (Herpes simplex virus-thymidine
kinase). Ceci a été élaboré afin de développer un systéme de suicide cellulaire dose-
dépendant, en réponse a la quantité de la théophylline introduite (Morrow et al., 2012;
Zhang et al., 2017).

Ces études cliniques sont terminées sans mener a un traitement utilisable. Bien que les
ribozymes aient présenté une cytotoxicité faible et qu’ils étaient assez tolérés par les
patients, leur efficacité demeurait faible. Cette faiblesse a été remarquée par une
réduction basse de I'expression des genes ciblés et la durée de leurs activités a été assez
courte. Ce manque d’efficacité est lié au fait que, pour plusieurs études, la version
minimale a été utilisée. Ceci a abouti a 'abandon de leur utilisation et a la concentration
sur d’autres outils, comme les petits ARN interférents (siRNA), qui ont montré une grande
efficacité (Schubert & Kurreck, 2004).
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En fait, les siRNA, liés & un complexe protéigue nommé RISC, sont capables de
reconnaitre des ARNm cibles et de s’hybrider par complémentarité de séquences sur
ceux-ci. Cette liaison induit alors la dégradation de TARNm par I'endonucléase Argonaute.
Il s’agit d’'un mécanisme naturel, mais il était adapté a l'utilisation comme thérapie par la
conception de séquences synthétiques de siRNA pour des cibles de choix. Ces
conceptions sont passées par plusieurs étapes d’optimisation avant d’atteindre le stade
auquel ils sont aujourd’hui (Kim et al., 2019; Maguregui & Abe, 2020; Zhang et al., 2021b).
Ces ARN étaient d’'une grande efficacité et plusieurs sont utilisés dans des études
clinigues qui sont encore en cours, alors que d’autres sont déja approuvés comme
thérapies (Garrelfs et al., 2021) (Honor et al., 2021) (Milani et al., 2019). Néanmoins,
comme pour toute autre thérapie génique, ils font face a quelques obstacles liés au mode

de livraison, a la courte demi-vie et parfois au manque de spécificité (Hu et al., 2020).

Alors, bien que les ribozymes aient fini par échouer par manque d’efficacité, I'optimisation
des paramétres de conceptions et une meilleure compréhension de leurs interactions

avec leurs cibles aideront a les proposer, encore une fois, comme alternative de thérapie.

De la méme fagon que les ribozymes ont été utilisés contre les génes du cancer et d’autres
maladies, ils ont été étudiés comme des thérapies antivirales (Wang et al., 2010). Un
exemple de ribozyme qui a atteint les phases cliniques est I'heptazyme, ciblé contre la
région 5"UTR du génome du virus de I'hépatite C (Anonyme, 2000). Par ailleurs, plusieurs
études ont démontré I'efficacité de ribozymes (en téte de marteau, hairpin et HDV) ciblant
le virus de 'immunodéficience humaine (Fedoruk-Wyszomirska et al., 2015; Scarborough
& Gatignol, 2015; Scarborough et al., 2014). Quelgues ribozymes ont atteint les études
clinigues (Sullenger & Gilboa, 2002), incluant deux ribozymes hairpin ciblant la région
5"UTR du génome de VIH (Wong-Staal et al., 1998). Malgré I'échec des essais cliniques
déja peu nombreux, les études sur les ribozymes se poursuivent. Un exemple récent est
la proposition d’'un systéme qui combine des ribozymes avec des nanocarriers afin de
cibler le virus SARS-COV2 en supposant que ceci aura de meilleurs résultats par rapport
aux anciennes études par l'utilisation d’un ribozyme chimére d’ARN/ADN (Donmus et al.,
2021).

Les ribozymes ont fait face a plusieurs obstacles, commencant par la méthode de
livraison, un probléme commun entre toutes les thérapies géniques testées. L’autre

paramétre qui a beaucoup joué sur l'activité des ribozymes est I'accessibilité de leurs
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cibles. Les structures des cibles dans les milieux physiologiques sont complexes et ceci
crée une compétition entre le ribozyme, qui doit s’hybrider sur 'ARN afin d’effectuer le

clivage, et les différentes régions de la cible elle-méme.

Plusieurs ribozymes allostérigues répondant a différents types de molécules et
oligonucléotides ont servi de biosenseurs et d’éléments de circuit logique. Ceci s’explique
par le fait que la liaison du ligand par I'aptazyme induit ou inhibe une réaction de clivage
qui peut étre rendue détectable par I'ajout de la fluorescence, par exemple (Kuwabara et
al., 2000). Cette détection permet un suivi en temps réel de la liaison et du clivage. Les
ribozymes de Penshovsky ont été développés de fagcon a opérer différentes fonctions
logiques. En réalité, compte tenu de la structure formée ainsi que du nombre de
séquences « input », la fonction booléenne doit étre déterminée avant que les nouvelles
séquences soient congues. Parmi les fonctions logiques développées, nous retrouvons
les « ET, OU, NON et OUI » (Penchovsky, 2014). Ce principe a entrainé la détection des
séquences spécifiques de miARN permettant d’émettre une fluorescence comme réponse
générée par le clivage (Hartig et al., 2004). Penshovsky a aussi développé des circuits
qui détectent deux a trois inputs pour construire des multiplixeurs et décodeurs en
décelant la taille de la cible formée par une séquence répétée. Dans cette étude, il propose
gue le systéme puisse étre appliqué a des maladies comme la dystrophie musculaire
oculopharyngée causée par une altération génique dans le nombre de séquences de

triplet de nucléotides répétés (Penchovsky, 2012).

Outre les oligonucléotides, les ribozymes allostériques liant des protéines ou des
métabolites peuvent généralement fonctionner comme biosenseurs pour la détection de
ces molécules. La détection de I'état de phosphorylation de 'enzyme ERK2 (nommée
aussi MAPK1 : Mitogen-activated protein kinase 1) représente un exemple d’application,
celle-ci étant active lorsque phosphorylée. Egalement, elle est impliquée dans la malignité
des cellules cancéreuses. Le ribozyme est seulement actif lorsqu'il lie la protéine
phosphorylée et qu'il est en mesure de la distinguer des protéines similaires dans un lysat
de cellules (Vaish et al., 2002). Un exemple récent est celui d'un aptazyme détectant la
thiamine pyrophosphate, considérée comme biomarqueur sanguin de la maladie
d’Alzheimer (Du et al., 2021).
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Une utilisation différente de ribozymes compose le développement d’un systéme de
détection de conditions environnementales. Un ribozyme en téte de marteau a été utilisé
pour bloquer ou permettre I'expression d’'un ARN thermométre, en relation avec la
température. Le ribozyme bloque la séquence de Shine Dalgarno ; a des températures
basses, le clivage est permis, ce qui libére le SD. La traduction peut alors avoir lieu.
Lorsque la température est augmentée, le ribozyme perd son activité catalytique et le SD
demeure bloqué, ce qui inhibe la traduction (Saragliadis et al., 2013).

En fait, les ribozymes allostériques, selon leurs réponses aux ligands correspondants,
peuvent étre considérés comme des portes logiques « OUl » et « NON ». En plus de la
réponse simple résultant de la réaction de clivage d’'un seul ribozyme, la combinaison de
plusieurs ribozymes, ensemble ou avec d’autres types d’ARN, permet la construction de
circuits logiques ayant des entrées multiples et effectuant différentes fonctions logiques
(Auslander et al., 2018).

Beaucoup de ribozymes allostériques sont testés ou développés dans le but d’agir comme
biosenseurs, mais jusqu'a maintenant, aucune application réelle n’est trouvée sur le
marché. Les raisons sont multiples, en commengant par la sensibilit¢ de 'ARN a la
température et aux nucléases qui causent facilement sa dégradation. De plus, le
processus de sélection, caractérisation et optimisation d’'un biosenseur, est plutot long.
Dans le but de résoudre ce probléme, une équipe de I'Université Stanford a développé
une méthode automatisée de sélection de biosenseurs « DRIVER » (De novo Rapid In
Vitro Evolution of RNA biosensors). Ceci a été combiné a une étape de caractérisation
avec un essai haut débit, basé sur I'activité de clivage et une analyse par séquencage

haut débit qu’ils ont nommée « CleaveSeq » (Townshend et al., 2021a).

Plusieurs exemples de circuits logiques et d'utilisation de biologie synthétique ont été
appliqués sur de nombreux types de cancers (Liu et al., 2020; Matsuura et al., 2018; Quan
et al., 2019; Song et al., 2019). Ceci est d0 au fait que le cancer regroupe une panoplie
de maladies ayant en commun la caractéristique de prolifération non contrélée de cellules
malignes touchant n’importe quel organe. De ce fait, un seul traitement ou moyen de
diagnostic ne peut s’appliquer a tous les types de cancers. C’est dans cette optique que
des thérapies et des outils de diagnostics basés sur des acides nucléiques naturels,

modifiés ou synthétiques, combinés ou non a des protéines, ont été développés (Boscaino
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et al., 2019; Chen et al., 2022; Nissim et al., 2017; Yang & Ding, 2021). La combinaison
de plusieurs de ces ARN formant des circuits logiques peut potentiellement étre applicable
au diagnostic ou a la thérapie de cancer. L’espoir est que ces circuits offrent une
personnalisation et une spécificité meilleures que celles des chimio- et radiothérapies, qui
sont parmi les traitements les plus utilisés contre le cancer. La spécificité vient du fait
qu’'un circuit logique pourrait détecter simultanément plusieurs biomarqueurs et cibler
plusieurs oncogéenes, par exemple. Ce genre de diagnostic ou thérapie sont d’'une
importance élevée, surtout dans le cas de certains types de cancers ayant de mauvais
pronostics et une forte mortalité, et pour lesquels il n’y a toujours pas de thérapies ciblées.
Parmi ces types de cancers, on compte celui du sein triple négatif, et le cancer séreux de
haut grade de I'ovaire. Ce sont parmi les sous-types de cancers ayant un taux de survie
inférieur a 50 % (Dube-Delarosbil & St-Pierre, 2018).

Afin de développer des thérapies ciblées ou personnalisées, la détection de multiples
biomarqueurs est utile. Parmi les molécules souvent utilisées comme biomarqueurs sont
les protéines, et récemment des profils d’expression de miARN. Des protéines comme
MMP9 (métalloprotéinase matricielle 9) (Farina & Mackay, 2014), VEGF (facteur de
croissance de I'endothélium vasculaire) (Goel & Mercurio, 2013) et galectines (Kaur et al.,
2016) sont surexprimées dans plusieurs types de cancers. Par conséquents, leur
présence simultanée dans un échantillon peut indiquer I'existence d’'une néoplasie. Ces
molécules combinées peuvent étre utilisées comme un signal qui permet d’identifier
spécifiguement un certain type de cancer. Ce signal pourrait permettre la personnalisation
d’un diagnostic d’identification des types et sous-types de cancers. Les profils de sous- et
surexpression de miARN sont différents d’'un sous-type de cancer a un autre, ce qui
permet alors de les distinguer s’ils sont utilisés en diagnostic (Anelli et al., 2021; Sokilde
et al., 2019; Wang et al., 2017; Wang et al., 2019; Yerukala Sathipati & Ho, 2018; Zhu et
al., 2014).

Parmi les biomarqueurs qui attirent I'attention récemment, ce sont les galectines
(Bartolazzi, 2018; Girotti et al., 2020). Il s’agit en fait d’'une famille de protéines de 15
membres ayant en commun une structure comprenant au moins un domaine de
reconnaissance de carbohydrate (CRD). La plupart des membres de cette famille ont une
affinité a un sucre B-galactoside (Vladoiu et al., 2014) et peuvent lier les glycolipides et

les glycoprotéines présents a la surface cellulaire et sur la matrice extracellulaire.

43



Cette liaison permet une activation ou une inhibition de certaines voies de signalisations.
Il a été démontré que dans plusieurs types de cancer, I'expression des galectines est
dérégulée. Cette dérégulation peut résulter par un effet pro- ou anti-cancer
dépendamment du type du cancer ainsi que de la localisation des protéines dans les
cellules. Dans le cas ou elles participent dans I'agressivité du cancer, elles agissent
notamment sur 'adhésion et la migration cellulaire ainsi que sur 'apoptose et la résistance
aux thérapies. De plus, elles sont en mesure de moduler la réponse immunitaire
(Brinchmann et al., 2018; Chou et al., 2018; Thiemann & Baum, 2016) (Li et al., 2021a).
L’intérét des galectines est récent par rapport aux autres protéines oncogénes et chaque
membre de la famille a ses propres caractéristiques lui accordant un réle dans certains

types de cancer (Girotti et al., 2020).

Comme exemple la galectine 7 est caractérisée par une surexpression marquée dans les
cellules épithéliales touchées par un cancer en comparaison aux tissus sains
(Advedissian et al., 2017). De ce fait, cette galectine peut étre utilisée comme un
biomarqueur des cancers comme ceux du sein et de I'ovaire, ainsi qu’une cible de thérapie
(Advedissian et al., 2017; Sewgobind et al., 2021). Des études ont montré que l'inhibition
de l'activité de la galectine 7 peut mener a I'atténuation de son rdle pro-cancer (Vladoiu
et al., 2015).
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2. Contexte de recherche et problématique

La complexité du cancer vient du fait qu’il existe de trés nombreux types et sous-types,
de sorte qu’une seule thérapie ou méthode de diagnostic ne peut étre appliquée pour les
guérir tous. Deux raisons majeures rendent le taux de mortalité de certains types de
cancers tres élevé, soit le retard de diagnostic, puis des traitements qui ne sont pas assez
efficaces ni spécifiques. Le probléme vient du fait qu’'un cancer, par exemple le cancer
séreux de I'ovaire de haut grade ou du sein triple négatif, est généralement diagnostiqué
lorsque les tumeurs ont déja atteint un stade avancé. Cela entraine un taux de survie
beaucoup plus faible par rapport a d’autres sous-types ayant un meilleur pronostic. De
plus, actuellement, la détection de présence de tumeur ou de cellules malignes est
réalisée de différentes fagcons et avec diverses méthodes. L’'une de celles-ci est la
détection de biomarqueurs de cancer, révélant comme probléme le fait que dans la
majorité des cas, ce sont des molécules présentes et sécrétées aussi par des cellules
normales. Ceci engendre un manque de précision. L’autre probleme des méthodes de

détection est le temps requis pour I'obtention de résultat.

Des solutions comme l'application d'outils de diagnostic préliminaires donnent des
résultats plus rapides en utilisant des biomarqueurs spécifigues comme des protéines, et
des miARN sont nécessaires. Une partie de la solution est d’utiliser des outils ayant des
temps de production et de réaction plus courts que les méthodes disponibles qui sont
généralement basés sur des anticorps ou la détection de I'expression de certains génes.
Bien que les anticorps soient I'outil standard utilisé actuellement, le processus de leur
sélection et synthése reste toujours assez long, demandant et colteux. Parmi les outils
proposés récemment, il y a les traitements ainsi que les méthodes de détection basées
sur les acides nucléiques, qui constituent dans notre projet des ribozymes conventionnels
et allostériques. Notre choix de ribozymes est basé sur le fait qu’ils peuvent étre utilisés a
la fois pour cibler des génes impliqués dans le cancer et pour détecter les biomarqueurs.
Bien que les ribozymes semblent étre des molécules assez inefficaces comme une
thérapie qui traite le cancer, du moins si on se fie aux échecs précédents, 'idée du projet
est de prouver un concept qui implique les ribozymes comme outil facile a utiliser pour
détecter et cibler différentes molécules. La combinaison de plusieurs ribozymes senseurs
et effecteurs, qui sont facilement générés a I'aide des outils bio-informatiques et des
sélections in vitro, peut aboutir a la formation d'un toolbox utilisable d’'une fagon

personnalisée dépendamment du type du cancer ou de la maladie ciblée. De plus, méme

45



si les ribozymes ne seront pas nécessairement assez efficaces pour traiter une maladie
a eux-seuls, leur utilisation peut étre dans le but d’atténuer 'avancement d’'un cancer ou

de générer une meilleure réponse aux autres thérapies.

Les ribozymes ont montré leur efficacité dans une multitude d’applications in vitro et in
vivo, mais en arrivant au stade des études cliniques, ils ont échoué. Cet échec di a la
qualité et au type des ribozymes utilisés qui sont des ribozymes minimaux, était
probablement la raison majeure derriere I'abandon des ribozymes. De plus, les
découvertes et le développement de nouvelles molécules et méthodes applicables dans
la régulation de I'expression génique ont attiré plus d’attention ces derniéres années.
Parmi ces méthodes, nous citons CRISPR, les petits ARN interférant, les miARN, zinc-
finger et TALENS. Ce sont tous des systémes qui, contrairement aux ribozymes,

impliquent des protéines comme agents effecteurs.

Les ribozymes demeurent des candidats potentiels pour des applications futures, car ils
présentent les avantages d’étre facilement modulés, d’indépendance de cofacteurs et de
possibilités de contréle de leur activité par I'ajout d’'un senseur qui lie un ligand ou un
oligonucléotide. Leur petite taille permet d’en combiner plusieurs afin d’en faire un circuit
qui répondrait a la fonction voulue par l'utilisateur ou en fonction de I'application future.
Toutes ces caractéristiques permettent leur utilisation dans des applications complexes -

comme la thérapie génique-, et le diagnostic de maladie complexe -comme le cancer-.

Pour ce faire, les ribozymes conventionnels ou allostériques doivent étre modifiés selon
'application désirée. Qu’il s’agisse de les diviser en deux pour créer des ribozymes en
trans ou de sélectionner un aptazyme, ce sont toutes des modifications importantes avec
un risque de réduire drastiquement I'activité. Cette ingénierie affecte la séquence, donc la
structure représentant la clé pour le bon fonctionnement d’un ribozyme. Actuellement,
aucun logiciel ne permet la conception automatisée de ribozymes synthétiques en prenant

en considération des paramétres structuraux et environnementaux.

Dans mon travail, nous avons collaboré avec une équipe de I'Université Concordia, pour
le développement et I'optimisation de programmes de conception de ribozymes actifs en
cis et en trans, conventionnels et allostériques. Afin de montrer l'efficacité de ces
programmes, nous avons choisi d’appliquer les ribozymes comme agent de régulation de
I'expression génique chez des bactéries et certaines cellules cancéreuses. La cible des

ribozymes actifs en trans étant TARNm des protéines ayant un role dans la survie des
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cellules cancéreuses, deux protéines ont été choisies, la Bcl-2 connue par son activité
anti-apoptotique dans une majortié de types de cancers, et la galectine 7 afin de détecter
I'effet de la diminution de son expression sur la croissance cellulaire. Aussi, nous avons
utilisé les ribozymes comme biosenseurs pour la détection des miARN. Autre que les
outils bioinformatiques, la sélection in vitro, qui est la méthode traditionnelle de sélection
de nouveaux ribozymes et aptameres, constituait notre choix pour la sélection

d’aptazymes liant des protéines impliquées dans certains types de cancers.
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3. Hypothese et objectifs
3.1. Hypothese

Les différentes approches d’ingénierie de ribozymes permettent la construction de
biosenseurs et de circuits logiques applicables dans de potentielles nouvelles thérapies

et outils de diagnostics.

1- De meilleurs programmes permettraient plus de diversité de types et structures de

ribozymes conventionnels ou allostériques incluant ou non des pseudonceuds.

2- Des ribozymes allostériques pourraient détecter des biomarqueurs de cancer.1

3.2 Objectifs
o Objectif 1

Génération de ribozymes ayant des pseudonceuds actifs en cis pour les appliguer comme

régulateurs de I'expression génique en cis.

Pour réaliser cet objectif, nous avons eu recours au programme Enzymer qui permet la
conception des ARN ayant des pseudonceuds. Ceci nous a permis de tester des
ribozymes conventionnels et un allostérique et d’en utiliser comme un ‘switch-OFF’ de

I'expression d’'un géne rapporteur exprimant une protéine fluorescente.
e Objectif 2

Evaluer l'activité de plusieurs types de ribozymes actifs en trans générés d’une facon
automatisée a l'aide du service web Ribosoft2.0. Ceci est dans le but de les appliquer
comme une stratégie anti-sens pour des genes impliqués dans le cancer du sein. Aussi,
essayer de trouver une concordance en comparant les résultats expérimentaux avec les

parameétres calculés par Ribosoft 2.0.

Pour atteindre cet objectif nous avons testé une totalité de 60 ribozymes en trans,
conventionnels et allostériques. Enfin, les ribozymes ayant montré la meilleure activité in
vitro ont été choisi pour étre testés dans des cellules eucaryotes contre TARNm d’une

protéine impliquée dans le cancer.
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e Objectif 3

Evaluer le fonctionnement de ribozymes allostériques contrdlés par un ou plusieurs

MIARN générés d’une fagon automatisée dans le but de les utiliser comme porte logique.

Afin d’atteindre cet objectif une librairie de ribozymes théoriquement capables de lier
plusieurs mIARN simultanément a été testée. De plus des ribozymes congus par
Ribosoft2.0 liant un seul mIARN ont aussi été testés in vitro et dans des cellules

eucaryotes.
o Objectif 4

Sélectionner des ribozymes allostériques liant des protéines impliquées dans plusieurs

types de cancers afin de les appliquer comme biosenseurs ou outil de diagnostic.

La méthode SELEX a été utilisée pour sélectionner des aptazymes qui étaient activés ou
inactivés par les protéines. Nous avons pu montrer que ces aptazymes peuvent étre

transformés en biosenseurs pouvant étre applicables comme outils de diagnostic.

En conclusions, les ribozymes auto-clivants sont I'élément principal de mon travail de
doctorat. La réussite de toute application basée sur des ribozymes synthétiques ou
modifiés commence par le choix du meilleur ribozyme adapté a nos besoins. Dans ce but
nous avons collaboré avec un laboratoire spécialisé dans la biologie computationnelle afin
de mettre en place de nouveaux programmes et outils permettant de concevoir différents
types de ribozymes (actifs en cis ou en trans, conventionnels ou allostériques...). Notre
but ultime était de construire un circuit logique en assemblant les différents types de

ribozymes sélectionnés dans le but d’avoir une thérapie génique intelligente (Figure 3.1).

49



Ribozymes biosenseurs

.. ) detectant les cellules \‘
Objectif 4 : Chapitre 8 cancéreuses Objectif 3 : Chapitre 7

Aptazymes controlés

ar des protéines

Aptamere  \P surex prim ées Aptamére Ribozymes allostériques

liant protéine 1 P liant protéine 2 controlés par des mi-ARN
dans des cellules

cancéreuses surexprimés dans des cellules
_ £ NG, cancéreuses Vor,
- . -
G-u o .
i g:ﬂ ARN 2 s, MIARN 3 MIARNS -, " MIARN 6
u-a U-A M < =}
Tigen  S7© Tgen €6 s . Ly
é 2 192 cC A RibozymeA = ! Ribozyme B %
- ] ]
A TG i P &, " b, .
Soh Teem a  %a Tigem I a B2 T 5
A ACGCACUGG GC . A c Tt : g, :
Coeur G PLLLWLLLL b Coaur G PEECASYGSS SC miARN RaL MIARN 4 EaL ]
catalytique "¢ clecala UGcmMiqueuc CUGCGUGLE& bé 3 &
E:g [ c-Gp = Coeur ~ Coeur
. . _ s ¥ N e e .
A—y Sitede divage & 5 siteda clivage T catalytique £ 7 catalytique
G-u % LY
A-a e 3 P, 5 Py,
87 el G-c & s
G-U Tige G-u Tigel - -
25 G—C
A G
AA A A
Obiectif 2 : Chanitre 6 Les ribozymes .allosterlques modifiés Objectif 1 : Chapitre 4 et 5
) : P — actifs en trans
ciblant ribozyme 1 et/ou 2 WMy
— controlent 'activité N N
N—N
de 'effecteur Ne N
A-G N=N
G-Uu N—N
G-u N—N
U-a Tigell -
Tigell  c-g A5C,
S7C Ribozyme effecteurs B A, TgeW
W ",} Tige causant la diminution Cour G ANNNNNNNN' NN
NMNNHNNHNNN A i u UNNNNNNNN NN
mﬁ?‘;ugﬁu U E TR E de la croissance ou cantiase “ﬁ
[ C . -
-l la mort cellulaire N W site declivage
M [ Site de clivage N—N
- N—=N
:_ﬁ ARNm cible 1 N-N
N—n  codantune protéine N=N Tigel
Tigel N-N oncogéne M
M=
N N
Ribozyme 1 actif en trans Ribozyme 2 : Contréle de I'expression

génigue en cis

Figure 3.1 Circuit logique possible = thérapie intelligente

Les différents types de ribozymes sélectionnés dans le cadre de ce projet peuvent étre assemblés
pour former un circuit logique utilisable a la fois pour la détection et I'attaque des cellules
cancéreuses. Les ribozymes allostériques liant les miARN et ceux contrdlés par des protéines
surexprimées dans certains types de cancer, assemblés agiront comme biosenseurs pour permettre
au circuit de décider s’il est dans une cellule cancéreuse ou saine. Les ribozymes actifs en trans et en
cis agiront comme effecteurs qui dégradent les ARNm des protéines essentielles a la survie des
cellules cancéreuses. Les ribozymes allostériques sont modifiables pour étre actifs en trans et
attaquer les ribozymes effecteurs en jouant le réle de ‘Safety Switch’. Ceci est applicable dans le cas

ou les ribozymes allostériques sont inactifs en présence de leurs ligands mais actifs en leurs
absences.
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4. Article 1: Computer-Aided Design of Active Pseudoknotted
Hammerhead Ribozymes

4.1. Mise en contexte

Dans le but de leur application comme outil thérapeutique ou leur inclusion dans un circuit
logique, les ribozymes subissent de multiples modifications. Bien que ces derniers
montrent une certaine flexibilité de structure et séquence pour tolérer ces modifications.
Par contre, certains éléments doivent étre pris en considération. Comme exemple, le coeur
catalytique ne tolere aucune mutation et la structure secondaire doit étre conservée. Afin
d’éviter de réduire I'activité d’un ribozyme avec une modification non convenable, un outil

de conception efficace et rapide est utile.

Ce chapitre de la thése porte sur la conception de ribozymes ayant une activité d’auto-
clivage. L’élément principal de l'article présenté dans cette section est I'habilité d’'un
nouvel outil informatique «Enzymer» a générer des ribozymes ayant un ou plusieurs
pseudonceuds. Ce dernier est un motif de structure secondaire existant dans un grand
nombre de ribozymes auto-clivants et ayant un réle majeur dans la stabilisation de leurs
structures. Nos résultats montrent que les nouveaux ribozymes adoptent une
conformation active comparable a celle des ribozymes utilisés comme matrices. Nos tests
ont prouvé l'activité des ARN congus en se basant sur les matrices de différents types de
ribozymes. Enzymer nous permettra par la suite de concevoir et modifier les ribozymes
allostériques a inclure dans le circuit logique selon les besoins de I'application (Figure
4.1)
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But d’utilisation de Enzymer
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Figure 4.1 Utilisation de « Enzymer »

La structure secondaire et les nucléotides conservés d’un ARN naturel ou sélectionné in vitro peuvent
étre utilisés comme entrée pour Enzymer. Cette structure secondaire peut inclure des
pseudonoeudss. Ceci est la particularité d’Enzymer, car il est capable de générer des séquences ayant
des structures assez complexes comprenant un ou plusieurs pseudonoeuds. Dans I'exemple
présenté, en utilisant la structure secondaire d’un ribozyme allostérique comme matrice, de nouvelle
séquence liant le méme ligand et effectuant la méme réaction peuvent étre générées. Le but d’utiliser
un logiciel comme Enzymer est de limiter le travail expérimental habituellement nécessaire pour
valider P’activité des ARN modifiés. De plus les séquences obtenues par Enzymer sont optimisées
selon le besoin de I’application.
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4.2, Contribution des auteurs

Sabrine Najeh : Etablissement du plan expérimental avec Jonathan Perreault. Rédaction
de l'introduction et toute la partie en relation avec la validation expérimentale de I'activité
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décrite dans l'article en collaboration avec Samia Djerroud.
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4.3. Abstract

Pseudoknots are important motifs for stabilising the structure of functional RNAs. As an
example, pseudoknotted hammerhead ribozymes are highly active compared to minimal
ribozymes. The design of new RNA sequences that retain the function of a model RNA
structure includes taking in account pseudoknots presence in the structure, which is
usually a challenge for bioinformatics tools. Our method includes using ‘Enzymer’, a
software for designing RNA sequences with desired secondary structures that may include
pseudoknots. Enzymer implements an efficient stochastic search and optimization
algorithm to sample RNA sequences from low ensemble defect mutational landscape of
an initial design template to generate an RNA sequence that is predicted to fold into the
desired target structure.

Keywords: pseudoknot, hammerhead ribozyme, gims ribozyme, pistol ribozyme, twister

ribozyme, HDV ribozyme, VS ribozyme, inverse folding, RNA structure, synthetic biology
Résume

Les pseudonceuds sont des motifs importants pour stabiliser la structure des ARN
fonctionnels. A titre d'exemple, les ribozymes a téte de marteau ayant un pseudonceud
sont beaucoup plus actifs que les ribozymes minimaux. La conception de nouvelles
séquences d'ARN qui conservent la fonction d'une structure d'un ARN modeéle, inclut la
prise en compte de la présence de pseudonceuds dans la structure, ce qui est
généralement un défi pour les outils bioinformatiques. Notre méthode comprend
l'utilisation de « Enzymer », un logiciel permettant de concevoir des séquences d'’ARN
avec les structures secondaires désirées, pouvant inclure des pseudonceuds. Enzymer
met en ceuvre un algorithme de recherche et d'optimisation stochastique efficace pour
échantillonner des séquences d'ARN a partir d'un paysage mutationnel a faible ensemble
defect d'un modele de conception initial afin de générer une séquence d'ARN qui devrait

se replier dans la structure cible souhaitée.
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4.4, Introduction

Non-coding RNAs have multiple roles in regulation, protein synthesis and even as
enzymes, in many cases to perform RNA cleavage reactions. For the latter, beyond the
primary sequence there is a tight relation between the RNA structure and its function.
Folding in secondary and tertiary structures brings closer different regions of the RNA
molecule to achieve a conformation essential for a certain reaction or function (Gupta et
al., 2012).

In many cases, this tertiary interaction forms through base pairs in a pseudoknot.
Pseudoknots are widely present in many types of RNA and are essential for the function
of numerous RNAs by stabilising RNA structure. One or more pseudoknots can exist in a
given RNA structure. Several pseudoknot configurations also exist, the most prevalent
being the H-type where H is Hairpin loop with nucleotides base pairing with bases outside
of the stem, but not with a terminal loop. The pairing of bases from a hairpin loop with
another hairpin loop forms a HH-type pseudoknot (also called kissing-loop), and pairing
with a single strand region of an internal loop, a multistem junction or a bulge is called an
HL-type pseudoknot (Han & Byun, 2003) (Staple & Butcher, 2005) (Figure 4.2).

3115 3 5

H-H type
(Kissing loop)

H-type 3’ H-type 5’ H-L type H-H type H-type

(Type | HH Rz) (Type Il HH Rz) (Type Il HH Rz)

Figure 4.2 Pseudoknot types as illustrated by various hammerhead ribozymes stem | and Il

Pseudoknot types as illustrated by various hammerhead ribozymes stem | and Il interactions. Note
that H-H type pseudoknots are also commonly called kissing-loops.

An RNA that is widely used to study the structure-function relationship in RNAs is the

hammerhead ribozyme. This ribozyme is a catalytic self-cleaving RNA that was initially
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discovered in plant satellite viruses and viroids (Forster & Symons, 1987a). In the context
of rolling circle replication, each copy of the genome has a ribozyme that cleaves the
multimeric genomic RNA in genome monomers. Following two decades of research with
a minimal version of the hammerhead ribozyme, a critical interaction between stem | and
Il was discovered in so-called “extended” hammerhead ribozymes. Both have the same
general secondary structure which is a catalytic core of conserved nucleotides surrounded
by three stems. What makes the difference between the minimal and the extended
ribozyme is the presence of nucleotides on stem | and Il that allow a long-range interaction
between these two stems. This interaction confers to the full length version of the ribozyme
a 1000 fold higher cleavage rate compared to the minimal one by permitting the correct
positioning of the nucleotides in the catalytic core, which is attained by the minimal version
through inefficient sampling of numerous sub-optimal tertiary structures (De la Pena et al.,
2003; Khvorova et al.,, 2003). It was later found that this interaction in the case
hammerhead ribozymes can be a pseudoknot that brings stem | and Il closer for high
activity (Figure 4.2) (Perreault et al., 2011a). A major advantage of this type of interaction
over the previously characterized tertiary interaction is that it lends itself better to design

ribozymes because of the predictability of base pairing.

Besides hammerhead ribozymes, many other types of ribozyme structures include
pseudoknots of different types. In addition to their natural function, one or different types
of self-cleaving ribozymes can be used separately or in combination in different
applications. To have the desired function, it is important to make the right choice of the
ribozyme to use. Table 4.1 includes some examples of ribozyme applications previously

published.
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Table 4.1 Pseudoknotted ribozymes

Ribozyme Pseudoknot type Applications

Hammerhead | Different types Upstream of an RNA of interest to have a discrete 5°
(H and H-H pseudoknot-Type | HHRz) and downstream
of it to have a 3" end (H-H and H-L pseudoknots-Type
Il HHRz) (Tang et al., 2018) or to control gene
expression — used to develop and select allosteric
ribozymes (aptazymes) (H-L type) (Sack et al., 2019)

GImS Three H-type Pull down of RNA-protein complexes (Di Tomasso et
pseudoknot : nested | al., 2016)- Control of gene expression using GIc6P.
pseudoknot Insertion of GImS ribozyme in a gene (5'UTR or 3'UTR)

to silence it. (Niu et al., 2018)

HDV Two H-type Very stable (Levesque et al., 2002) - use downstream
pseudoknot : nested | of a desired RNA to have a discrete 3" overhang in
pseudoknot vitro and in vivo for RNA or RNA-protein complex

where the RNA needs a precise 3" sequence. (Gao &
Zhao, 2014)

VS Kissing-loop (H-H Target specifically a stem-loop structure (Lacroix-
type pseudoknot) Labonte et al., 2016)

pistol Kissing-loop (H-H Gene expression control - Aptazyme selection based
type pseudoknot) on pistol ribozyme (Kobori et al., 2017)

twister Two H-type Expression platform for artificial riboswitches
pseudoknots detecting two inputs simultaneously (Felletti et al.,

2016b)

Rnase P Two pseudoknots : Gene silencing- Using a guide sequence that hybridise
different types with the target mRNA to form a structure similar to

the natural target of RNase P, M1 RNA or tRNA. So it
targets RNA depending on the structure not a specific
sequence (Cobaleda & Sanchez-Garcia, 2001)

Group | H-type Mutations repair and RNA reprogramming by trans-

introns splicing a target RNA (Fiskaa & Birgisdottir, 2010)

Group I Two pseudoknots Gene knockout using retrotransposition-activated

introns selectable marker to target a desired DNA (Zhong et

al., 2003).

We use Enzymer (Zandi et al., 2016), our previously developed software, for designing

RNA sequences with desired secondary structures and nucleotide content. Notably,

Enzymer can include tertiary contacts including pseudoknots in the design process.

Enzymer uses the NUPACK package (Zadeh et al.,, 2011a) to compute the partition

function of a given RNA sequence using a particular energy model, from a possible set of

models (Dirks & Pierce, 2003). The partition function captures the statistical characteristics
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of individual RNA strands at thermodynamic equilibrium. Using the partition function,
NUPACK derives the matrix of base pair probabilities, followed by prediction of the
secondary structure of the RNA sequence. The available energy models are the Serra
and Turner model (Serra & Turner, 1995), which we refer to as rnal995, and the Mathews
model (Mathews et al., 1999), which we refer to as rnal999. In addition to these two
energy models, NUPACK implements the Dirks energy model (Dirks & Pierce, 2003),
which captures the energy parameters related to formation of pseudoknots. Enzymer
implements a stochastic adaptive optimization algorithm to iteratively sample from the low
ensemble defect (Zadeh et al., 2011b) mutational landscape of an initial RNA seed until a
sequence with the desired predicted secondary structure attributes is sampled. Ensemble
defect is a numerical value, which represents the average number of incorrectly paired
nucleotides at thermodynamic equilibrium. Using the matrix of base pair probabilities
generated by NUPACK, Enzymer computes the ensemble defect over the ensemble of all
possible secondary structures including pseudoknots. The sequence design objective of
Enzymer is to minimize the normalized ensemble defect of an RNA sequence, given a
target secondary structure. Users can enforce sequence constraints by providing a design
template as an input. The design template includes a set of nucleotides that may represent
evolutionary conserved RNA motifs with known function. For instance, one can use a
hammerhead motif and a corresponding consensus secondary structure inferred from
multiple sequence alignment analyses (or from a structure confirmed by biochemical or
crystal structure) and design sequences that are predicted to fold into the consensus
secondary structure with low ensemble defect, while simultaneously preserving the
hammerhead motif. It is expected that sequences with lower ensemble defect values and

having the conserved functional motif, will show the desired functionality.

Regarding the pseudoknotted-ribozymes listed in Table 4.1, it should be noted that
kissing-loops (such as those found in two of the hammerhead ribozymes from Figure 4.2,
as well as in RNAse P and group Il introns) cannot be designed by Enzymer. To our
knowledge, there are no algorithms that allow the computation of a partition function for
kissing-loops, which Enzymer uses to design structures with optimized folding. There are
however other tools available to do inverse folding of such pseudoknots by calculating
their Minimum Free Energy (MFE), such as RNAIiFold (Dotu et al., 2014), which uses a

mix of partition function and MFE calculation to design structures.
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4.5. Materials

1. PCR mix: 200 uM dNTPs, 1X Taq reaction buffer (20 mM Tris-HCI pH 8.8, 10 mM
(NH4)2S04, 10 mM KCI, 2 mM MgSO4, 0.1% Triton X-100), Taq polymerase, 1 uM of each
primer and template DNA.

2. Radioactive transcription mix: 10 pl DNA produced by PCR, rNTPs (2 mM each of rATP,
rGTP, rCTP and 0.8 mM UTP), 1X transcription buffer (80 mM HEPES-KOH pH 7.5, 24
mM MgClz, 40 mM DTT, 2 mM spermidine), 1 U/ul of inorganic pyrophosphatase, 1 U/pl
RNases (A, B and C) inhibitor, 1 U/ul T7 RNA polymerase (produced in Lab) and top up
to 50 pl with milliQ water. For each reaction add 0.5 pl of a-UT%P (3000 Ci/mmol-10
mCi/ml) and 1pl DNase | (RNase free, 2000 U/ml).

3. Dephosphorylation mix: 1 U antarctic phosphatase, 1X buffer (50 mM bis tris propane-
HCI pH 6, 1 mM MgCl;, 0.1 mM ZnCl,;) and 1U of RNases (A, B and C) inhibitor.

4. Labelling mix: 1 U of T4 polynucleotide kinase, 1 pl y-AT32P (6000 Ci/mmol- 10 mCi/ml),
1X of the enzyme buffer (70 mM tris-HCI pH 7.6, 10 mM MgCl,, 5mM DTT) and 1U of
RNases (A, B and C) inhibitor.

5. Cleavage reaction mix: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl and 25 mM KCI

6. Tris acetate EDTA (TAE) 50X: 2M Tris-HCI pH 7.6, 1 M acetic acid and 50 mM EDTA
[28]

7. 6X native buffer: 40% sucrose, 0.05 % bromophenol blue and 0.05% xylene cyanol
8. Tris borate EDTA (TBE) 10X: 890 mM Tris, 890 mM boric acid and 20 mM EDTA [28]
9. Denaturating TBE: Urea (1922,32 g), TBE 10X (400 ml), top up to 4 L with water

10. Acrylamide: Urea (1922,32 g), TBE 10X (400 ml), 760 g Acrylamide, 40 g bis-

acrylamide, top up to 4 L with water

11. Acrylamide gels: Acrylamide 20%, urea 8M, TBE 1X, 0.4 pl/ml N,N,N’,N’-
Tetramethylethylenediamine (TEMED) and 8 pl/ml ammonium persulfate (APS)

12. Agarose gel: 2 % Agarose, TAE 1X
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13. 2X denaturating formamide buffer: 95% formamide, 10 mM EDTA, 0.025%
bromophenol blue and 0.025% xylene cyanol

14. Elution buffer: EDTA 0.1 mM, NaCl 0.3 M, SDS 0.001%.

1. Thermocycler

2. Spectrophotometer

3. Heating block

4. Electrophoresis racks

5. Typhoon or other radioactive scanning apparatus.
2.3 Software

1. Enzymer (and dependencies)

2. Image Quant

3. GraphPad

4.6. Methods

Enzymer is a python 2 programming language application, developed on OS X, tested on
OS X and Ubuntu operating systems, and is available for download from a code repository
at https://bitbucket.org/casraz/enzymer/src/master/. We have included the NUPACK
package with Enzymer to facilitate the installation and configuration process. The
instructions of how to install and use Enzymer assume the user has working knowledge
of the UNIX terminal. This manual also assumes git (Anonyme), pip (Anonyme) and
python 2.7 are installed on the user's computer and that the user has appropriate read-

write privileges.
1. The first step in using Enzymer is to download it by cloning its code repository and
then navigating to the root directory. In a bash terminal, run the following statement

in bold :
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bash-3.25 git clone https://casraz@bitbucket.org/casraz/enzymer.git
Cloning into 'enzymer'...

remote: Counting objects: 584, done.

remote: Compressing objects: 100% (395/395), done.

remote: Total 584 (delta 81), reused 532 (delta 52)

Receiving objects: 100% (584/584), 10.53 MiB | 3.93 MiB/s, done.
Resolving deltas: 100% (81/81), done.

Checking connectivity... done.

2. Then verify that the download was successful:

bash-3.2$ Is -I
total 0
drwxr-xr-x 16 kasra staff 544 7 May 20:51 enzymer

1. Prior to navigating to the source code folder, it is necessary to prepare the python

environment that the application will use to install its required dependencies. Start

a python interpreter and make sure python 2 is run by default. Then call the exit()

function to exit the interpreter:

bash-3.2$ python
Python 2.7.10 (default, Feb 7 2017, 00:08:15)
[GCC 4.2.1 Compatible Apple LLVM 8.0.0 (clang-800.0.34)] on darwin

Type "help", "copyright", "credits" or "license" for more information.
>>> exit()

2. You will have to create a python virtual environment (see Note 1), which will allow

us to manage Enzymer dependencies. Run the following command:

bash-3.2$ virtualenv env_enzymer
New python executable in /Users/kasra/Desktop/env_enzymer/bin/python
Installing setuptools, pip, wheel...done.

3. The above command creates a folder for a python 2 virtual environment called

env_enzymer. Validate the successful creation of the virtual environment.
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bash-3.2$ Is -|

total O

drwxr-xr-x 6 kasra staff 204 7 May 21:07 env_enzymer
drwxr-xr-x 16 kasra staff 544 7 May 20:51 enzymer

4. To activate env_enzymer, run the following command:

bash-3.2$ source env_enzymer/bin/activate
(env_enzymer) bash-3.25

5. Notice that the bash command prompt has changed indicating that you have
activated env_enzymer. You are now ready to navigate to the right locations

within the Enzymer folder to install Enzymer’s required dependencies (see Note

(env_enzymer) bash-3.2$ cd enzymer/

(env_enzymer) bash-3.2$ pip install -r requirements.txt
Collecting numpy (from -r requirements.txt (line 1))
Downloading ...

Installing collected packages: numpy

Successfully installed numpy-1.16.3

4.6.2. Designing ribozymes using Enzymer

The entry point to Enzymer is the python file called Enzymer.py, which resides in

the root folder of the application.

1. Run the following instruction to see the user manual:

(env_enzymer) bash-3.2$ python Enzymer.py -h
usage: Enzymer.py [-h] [--input INPUT]

How to design an RNA secondary structure using Enzymer
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2. To run Enzymer, one must provide an input file in which the required run-time
parameters including the target secondary structure and the design template are
provided. We have included two sample input files entitled
sample_input_with_pseudoknot.json and sample_input_without_pseudoknot.json.
Each of these input files contain a single python dictionary containing the required
parameters. Users can create as many input files as desired and use each as many
times as needed. However, only one input file can be used at a time. Here is an

example of the input files:

bash-3.2$ cat sample_input_with_pseudoknot.json

The following is the definition of each parameter (i.e., called key in the python dictionary)
of the input file:

1. target_structure: deals with the dot bracket notation of the target secondary structure

with the following alphabet:

1. single stranded position: “.”
2. pseudoknot base pairs (opening and closing, respectively): “[“ and “]’
3. regular base pairs (opening and closing, respectively): “(“ and “)”

2. design_template: the design template uses the alphabet A, U, G, C, o. Letter ‘0’ means
that the corresponding position in the sequence can be any nucleotide, whereas
the other letters imply the final sequence must contain these exact letters. The
length of the design template must be equal to the length of the target structure.

3. seed: provides the means to start the design process from a given seed (a WT

“w

sequence for instance). If the provided seed is the empty string (i.e., “”) then a
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random seed will be used. If the seed and the design template do not agree on a
certain position, the nucleotide provided by the template will be chosen to conserve
(i.e., keep constant) during the design process. If the value provided is not the
empty string, then the length of this parameter must be equal to the length of the
target structure.

target_normalized_ensemble_defect: normalized ensemble defect can be set to any
floating point value between 0.00 and 1.00, inclusively. The optimization process
will terminate when the desired sequence is found, that is one with the predicted
normalized ensemble defect value.

design_temperature: the temperature in Celsius at which the energy parameters are
used. The choice of this parameter depends on the choice of energy model. The
energy model rnal995 accepts temperatures between 0°C and 100°C, inclusively,
while the rnal999 energy model only allows for 37°C.

max_iterations: the number of sampling steps the optimization algorithm takes during
the design process. We recommend that this parameter be set to 10 x size of the
target structure. If the target ensemble defect is reached during the optimization
process, the algorithm will terminate and return the results.

dangles: the dangling end treatment as described by NUPACK manual. The default is
“all”.

energy_model: the energy models used for computation of the partition function. As
mentioned, the options are rnal995 and rnal999. The choice of energy model will
have an impact on the design_temperature. Both energy models include the Dirks
energy contributions related to the formation of pseudoknots.

NUPACK: the path to the NUPACK package relative to the root of the application. A
copy of NUPACK is included with Enzymer and the path to it is: “./nupack3.0”. If
during the first time you run Enzymer, errors related to NUPACK are thrown, we
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recommend downloading NUPACK version 3.0.6 from www.nupack.org and
replace the existing unpacked folder with the one downloaded. Then NUPACK
package will require compilation. Call the make command inside the ./nupack
folder to compile. The compilation process assumes a C compiler such as gcc is
installed on user’s workstation.

Note that all these parameters are mandatory: values must be provided by the user.

To run Enzymer using sample_input_with_pseudoknot.json as input file, enter the

command line in bold:
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http://www.nupack.org/

(env_enzymer) bash-3.2$ python Enzymer.py --input sample_input_with_pseudoknot.json

'DANGLES': 'all',

'"MATERIAL': 'rnal999',

'MAX_ITERATIONS': 400,

"NUPACK': './nupack3.0',

'SEED': '',

'STRUCTURE": ' .. ...t [l CCCCITT-)))) ey,
'TARGET_NORMALIZED_ENSEMBLE_DEFECT': 0.01,
'TEMPERATURE': '37"',

'TEMPLATE': '0O000000000000000000000000000000000000 "

Initializing Enzymer

seed -> GGUAUAAGAUGAUGGCGGUACGGCUCGAAGCCGUUAG seed GC ->
0.540540540541

0000000000000 000000000000000000000000

0000000000000 000000000000000000000000

iteration: 1 defect: 0.110726756757 mutations: 3 time: 07:13:05
sequence: GGUAUAAGAUGAGGGGCGUACAGCUGCAAGCUGAUAG
iteration: 2 defect: 0.110726756757 mutations: 1 time: 07:13:05

iteration: 25 defect: 0.0864916216216 mutations: 2 time:
07:13:09
sequence: GGUAUAAGAUGAUGGGCGAACCGCUGCAAGCGGAAAG

target structure -> ..., ... ..., LD CCCCT1T-9)))) o
sequence —-> GGUAUAAGAUGAUGGGCCAACCGCGGCAAGCGGAAAG
sequence normalized ensemble defect -> 0.00559189189189
free energy -> -12.80000000000000

sequence G/C content -> 0.567567567568

temperature -> -T 37

material -> rnal999

max iterations -> 400

used iterations 25

C design in seconds 4.30981206894

C eval in seconds 0.192348003387

C design / C eval 22.4063259979

Once the program starts, it displays relevant information about each iteration of the design

process, such as the current normalized ensemble defect of the current RNA sequence,
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the number of mutations that will be applied to the current sequence and the local time
stamp. Notice that as the number of iterations grows, the normalized ensemble defect of
the sampled RNA decreases. Iteration continues until either the target
normalized_ensemble_defect value is reached or the maximum number of iterations
(max_iterations) is exhausted. Once either one of the two termination criteria is met,
Enzymer will print out the final RNA sequence together with relevant information such as
folding energy and other performance measures. A summary of the run will be found in
the “./results” folder in a file with the same as the input file but with a time stamp suffix

attached to it.

To prove the efficiency of Enzymer to design pseudoknotted RNAs by inverse folding,
hammerhead ribozyme structure can be used as a model to generate sequences to assay
and to compare their cleavage activity to the WT ribozyme. The cleavage activity of the
cis acting ribozymes can be detected during transcription, but to determine the rate
constant that gives a better idea on the ribozyme activity and the cleavage efficiency the

use of trans acting version of ribozymes is preferred (Section 3.4).
v DNA template production

The first step to start with is the production of the DNA templates for the transcription to
generate the RNAs.

1. Thaw the frozen reactants at room temperature and once thawed put them on ice.

2. Prepare the PCR master mix by putting the buffer, ANTPs and the water together; add
the enzyme last (see Note 3) .

3. Depending on the DNA template, if the primer is the same for many DNA
oligonucleotides, add the primers to the master mix, this can be the case for the
forward primer consisting of the T7 promoter (like for the hammerhead ribozymes
given as examples in Table 4.2). Otherwise add the primers individually before the
next step.

4. Add 1 pl of the DNA oligonucleotide used as a template (see Notes 4, 5 and 6).
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5. Run your PCR. For the hammerhead ribozyme sequences in Table 4.2, the Tm

(annealing temperature) is 49°C since the T7 promoter sequence is used as a

primer.
Table 4.2 Example of hammerhead sequences
Name Sequence
T7 TAATACGACTCACTATAGG
HHRz 6 AATAGGTAGAGGTCCGACCGAGAAAAAGATCTCGGTTTCGCTCGTTTTCG

GCCTAGCTCATCAGGGACCGGGGGGGCCGTCCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 14 GGTGTTGTTTGGGTCGACCGGCCTTATCTGACCGGTTTCGCGTTTTTTTA
GCCGTGCTCATCAGGACCCTTTTTGGCCATTCCTATAGTGAGTCGTATTA

3.3.2 Agarose gel electrophoresis and DNA precipitation:

When the PCR is about to finish (10 to 15 min before it ends), prepare an agarose gel to
verify the size of the PCR products

1. Prepare a 2% agarose gel (assuming PCR products <150 bp) and run 5 pl of each of
your samples.
2. Visualise the bands on the gel (in the GelDoc under UV light) to verify the PCR worked.

Precipitate the remainder of the PCR products with ethanol or purify them using a column

to get better results for transcription.
v' Radioactive transcription

The cis-acting ribozymes will normally cleave during transcription, to be able to visualise
and quantify the cleavage result; radioactive uridine triphosphate (UT32P) is used (see
Note 7).

1. Thaw the frozen reactants at room temperature then put them on ice.

2. Prepare the radioactive transcription mix for the transcription (except UT3?P and
DNase I) and add the enzyme last.

3. Add UT®2P to the mix with the amount of 0.5 pl for each reaction and mix gently to

avoid contaminating the pipet.
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4.

5.

For each reaction add 10 ul of the PCR product from section 3.3.2 step 3 of the
corresponding ribozyme.

Incubate at 37°C for 2 to 3 hours.

Add 1 pl of DNase | (RNase free) and incubate for 30 min at 37°C.

4.

5.

v" RNA precipitation

Each reaction from section 3.3.3 is precipitated with 0.1 volume of NaOAC 3 M and
2.5 volume of 100% ethanol for 30 min at -80°C.

Centrifuge for 30 min at 14000 rpm in a microcentrifuge at 4°C.

Discard the supernatant in the radioactive liquid trash and wash the pellet with 500 pl
70% ethanol.

Centrifuge for 10 min at 14000 rpm in a microcentrifuge at 4°C.

Discard the supernatant and let the pellets dry behind a plexiglass shield (see Note 8).

6. Add 20 pl of sterilised milliQ water (RNase free water).

Keep the RNAs at -20°C for a long time use (see Note 9).

1.

2.

3.

v' Cleavage reaction detection on polyacrylamide gel

Prepare the glass plates with the spacers and a comb with a number of well
corresponding to the samples number. Clean them with water and 70% ethanol.
The smaller glass plate should be treated with a silicon water repellent, that
prevents the gel from sticking to the plate (see Note 10).

Prepare a 10% polyacrylamide gel by mixing an equal volume of 20% denaturing
acrylamide with 8 M TBE 1X urea. The polymerisation reaction is catalysed by the
addition of 0.4 pl of TEMED and 8 ul 10% APS/ml acrylamide (see Notes 11 and
12).

Let the gel polymerise and keep a small amount of the liquid in a beaker to be able to

know when the gel is solidified.
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4. Put the gel in the electrophoresis rack and fill with 1 X TBE. The TBE level should be
high enough to cover the wells.

5. For the RNA samples from section 3.3.4, take 2 ul of each RNA and dilute it in 8 pl of
water and 10 pl of 2X denaturating formamide buffer. This is done because we are
using a transcription product that is usually highly concentrated in salt and free
ribonucleotides which makes the RNA bands distort and make them less sharp on
the gel. So to have clean bands on the gel it is better to dilute the RNA (unless the
gel is meant for RNA purification). Load the samples on the gel and run it.

6. Take off the small glass plate and cover the gel with two layers of plastic film (e.g.
saran wrap).

7. Expose the gel to a clean phosphor screen for 1 hour, if this is not enough expose it
for a longer time (typically overnight).

For visualisation, we use the Phosphorimager Typhoon FLA 9500.

v" In vitro testing of trans acting ribozymes

To determine the rate constant (kobs) for each ribozyme, the cleavage activity is followed
during a time course by taking aliquots from the reaction mix. Since the ribozymes cleave
during transcription it is difficult to get enough of non-cleaved RNA after transcription of
the cis-acting version. To solve this problem each ribozyme sequence can be divided in
two parts: 1-the ribozyme part with the catalytic core, stem Il, the 5" side of stem | and 3°
side of stem lll; 2-the substrate with the cleavage site as well as the 3" side of stem | and
5 side of stem Ill (Figure 4.3).
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Figure 4.3 Ribozyme in cis and trans acting versions

To have atrans acting version, the ribozyme sequence is divided into a substrate part and a ribozyme
part without affecting the ribozyme structure by opening the loop of stem Ill. Grey, ribozyme part;
black, substrate part.

v" Non-radioactive transcription

For the trans acting ribozymes and their substrates, cold RNAs are produced using the
same protocol as in sections 3.3.1 to 3.3.3 without the use of radioactive UT32P in section
3.3.3. Instead, for the radioactive transcription mix, remove UT3?P and use 2 mM of UTP
in the rINTP mix instead of 0.8 mM.

v RNA extraction
1. For each sample from section 3.4.1 a phenol/chloroform extraction is performed before
loading on gel. Add 50 pl of phenol-chloroform mix to the resulting transcription
and vortex for 1 minute. Centrifuge at 14000 rpm in a microcentrifuge for 2 minutes.
2. Replace the aqueous (top) phase in a new microcentrifuge tube.
3. Precipitate RNA as in section 3.3.4.

4. Letthe pellet dry.
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9.

During the time the pellet is drying, prepare a 10% polyacrylamide gel as in Section
3.3.5 steps 1-4.

When the gel is polymerized, dilute each RNA in 10 uyl milliQ water and 10 ul 2X
denaturating formamide buffer. Load the RNAs on the gel and run it

Take off the glass plates and put the gel in plastic wrap that allows the passage of UV
light (e.g. saran wrap).

Use UV shadowing to visualize the RNA bands. The xylene cyanol and bromophenol
blue can be used as weight markers depending on the gel size (Figure 4.6).

Mark the bands and cut them with a sterilized razor blade.

10. To elute the RNA put each band in a microcentrifuge tube in presence of 400 pl of

elution buffer (see Note 13).

11. Put the tubes on a rotator for 1 to 2 hours at room temperature or overnight at 4°C.

Recover the elution buffer and precipitate the RNAs as in section 3.3.4.

v Substrate labelling

To be able to visualise the cleavage reaction, the substrate strand should be radioactively
labelled.

1.

2.

3.

4.

Incubate each substrate from section 3.4.2 in the dephosphorylation mix at 37°C for
20 minutes. To inactivate the enzyme put the mix at 65°C for 5 minutes.

From the dephosphorylation reaction take ~5 to 100 pmoles and incubate it with the
labelling mix and 1 pl of AT32P (6000Ci/mmol- 10mCi/ml) for 1 hour at 37°C.

Purify the RNA substrates, to which you added 1 volume of denaturing formamide
buffer, on a 10% acrylamide gel prepared as in Section 3.3.5 steps 1-4 (after
running the gel, the TBE used to run the gel should be thrown in the radioactive
liquid waste).

In order to localise the bands correctly on the gel, radioactive markers can be used.
The markers we use are radioactive spots we make using dye mixed in an almost
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empty bottle of radioactivity source. You can put pieces of Whatman paper in the
four corners of the gel (uncovered from the upper glass plate) and put few
microliters of the radioactive dye on each spot (Figure 4.4). To prevent
contamination of the phosphor screen two layers of plastic wrap are used to cover
the gel and the screen is exposed for 5 to 10 minutes.

5. After scanning the phosphor screen the bands are cleaved using the real-scale print
out (or film) of the gel.

The radioactive RNA are eluted and precipitated as in section 3.4.2 steps 9-11 (see Note
14).

A Marking spots B

i

Xylene cyanol

Bromophenol

b blue

Figure 4.4 Visualization of radioactive bands for purification
. (@) Image of the gel scanned with the phosphorimager. (b) Real gel photo with the markers.

v Kinetics measurements

1. Pre-incubate each ribozyme reaction mix at 85°C for 1 min to denature completely the

RNA then put it immediately on ice so that it folds randomly or in a stable structure

75



that is not optimal. When the RNA is incubated at 37°C with Mg?*, it will fold
correctly.

2. Add the substrate and take the first aliquot (TO) of the reaction just before adding the
Mg?*.

3. The moment the Mg?* is added, start the timer.

4. Prepare all the tubes you need to put your aliquots in advance with 10 pl of
denaturating formamide buffer. At the desired time (see Notes 15, 16 and 17) take
your aliquot and mix it with the formamide buffer to stop the reaction and put the
sample on ice.

5. Run the samples on a 10% acrylamide gel as in Section 3.3.5, except that samples
already contain denaturating formamide buffer.

6. Expose the phosphor screen to the gel overnight.

Scan the screen and calculate the kobs by using the ImageQuant software to measure
the intensity of the bands, then the calculations can be done on excel. Plot your data on a
curve using the ‘one phase decay’ equation (Y = (YO — Plateau)*e(-K*X) + Plateau) from

the enzyme kinetic plots in GraphPad.

4.7. Notes

1. Virtual environments are used to manage software dependencies. It allows the
external python libraries that Enzymer is relying on to be managed in isolation of

the Python packages that already exist.

2. Trouble shooting installation: Make sure the python version use is correct. If you receive
an error message related to installation of a package called numpy, try to install the

package by running:

2.
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bash-3.2$ pip install numpy
Collecting numpy

Using cached
https://files.pythonhosted.org/packages/6e/36/e8369aa628b29f50211ba82daec31cc110f6627feca
160bc11bOedeel1191/numpy-1.16.3-cp27-cp27m-
macosx_10_6_intel.macosx_10 9 intel.macosx_10_9 x86 64.macosx_10 10 intel.macosx_10 10
_x86_64.whl

Installing collected packages: numpy

3. We have found that addition of 1X Q solution (Qiagen) to the reaction mixture can help

for amplifications that fail on the first attempt.

4. While 0.2 uM is often enough to get a PCR amplicon for analytical purpose, to prepare

DNA templates for transcription it is preferable to use 1 uM.

5. For each PCR a negative control with the primers only and without a template is useful
to ensure that the amplification is occurring correctly. If only oligonucleotides are used as
template (see Note 6), the negative control can be a PCR mix with all the oligonucleotides,

but with no enzyme.

6. Assembly PCR: If we need to amplify a long ribozyme sequence for which we do not
have the full length template, two or four oligonucleotides with overlapping sequence

between each, can be used to make a PCR assembly (Figure. 4.5).

Oligo 1 Overlapping

sequences
Oligo 2 //seq N Oligo 4

Oligo 3

Assembly PCR

|

|

Figure 4.5 Assembly PCR

Oligonucleotides with overlapping sequences can be used by the polymerase as primers.
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7. The ribozymes are usually highly active in presence of Mg?*, which is present in the
transcription buffer at 24 mM. If you need to get the full length ribozyme after transcription
(to do kinetic assays for instance) and lessen the self-cleavage reaction occurring during
transcription, a buffer with a smaller amount of Mg?* can be used. This is also something
to take in consideration when doing all the experiments with ribozymes. The use of trans
acting versions circumvents this problem by allowing to prepare RNA and resuspend it in

water without Mg?*, this is discussed in more detail in Section 3.4.

8. After centrifugation of radioactive RNA, use a Geiger counter to ensure that radioactivity
is in the pellet and not in the supernatant. If you have more radioactivity in the supernatant
centrifuge the RNA for a longer time.

9. Unlike the common ideas about RNA sensitivity to degradation, when the RNA is not
contaminated with RNAse it is stable at -20°C for a long period of time, especially if it is
not frequently exposed to cycles of freezing and thawing. It is however preferable to keep

it on ice when it is taken outside the freezer.

10. The product we use in the laboratory to prepare the glass plates for the polyacrylamide
gels is RAINX, which is a product sold for car windshield and is as efficient as the products

bought from specialized vendors for our purpose.

11. For polyacrylamide gels, a sequencing gel size of 33 X 39 cm would be good enough
to separate the RNA fragments to have single nucleotide resolution up to 100 bases after

running it for 2 to 3 hours

12. The polyacrylamide gel percentage depends on the RNA size so the bigger the RNA
size is, the lower the acrylamide percentage should be, to make it easier for the RNA to
move in the gel. As an example, the cis acting Hammerhead ribozymes we used had a
length of 82 nt so we used a 10% gel (Figure 4.6) (Sambrook, 1989).
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Figure 4.6 Size range of markers and RNA in PAGE

The bromophenol blue and xylene cyanol can be used as approximate weight markers of RNA
considering the acrylamide percentage. For example in a 10% polyacrylamide gel, an RNA of 61 or
more nucleotides should be above the xylene cyanol. The recommended size range of RNA for each
gel %is indicated in gray. For 20% gel, it is recommended to purify RNA with a size range between 10-
30 nt so that it will not be lower than the bromophenol blue (~8 nt).

13. For the RNA elution from the gel, depending on gel thickness, it might be good to cut
the gel in pieces or crush it for better elution. For gels of 0.8 mm or less and RNAs of 100

bases or less, 1 h should be enough to recover most of the RNA from the gel.

14. Each time the centrifuge is used for the precipitation of radioactive samples, it should
be checked for contamination. Usually this is true for all the material used when
manipulating radioactivity, after finishing the experiment everything should be checked for

contamination.

15. Ribozymes Kinetics: For relatively fast cleaving ribozymes the times used to stop the
reaction could be for example 30s, 1 min, 2 min, 4 min, 8 min, 16 min, 32 min and 64 min.
For slow cleaving ribozymes the reaction can be followed for 24 hours by leaving the

reaction overnight (see Note 16).
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16. For the overnight reactions, a bigger volume of the reaction should be prepared to
prevent the evaporation and the condensation of the liquid in the tube lid. A heating lid or

mineral oil can also be used.

17. To follow several ribozyme kinetics, either use an excel sheet as a time table or use
one timer for each ribozyme. Here is an example of such a time sheet (Table 4.3).

Table 4.3 Example of a Time table

Time Rz1 Rz2 Rz3
00:00 Stop tO
00:30 Stop t1
1:00 Stop t2
2:00 Stop t3
4:00 Stop t4
4:30 Stop tO
5:00 Stop t1
5:30 Stop t2
6:00
6:30 Stop t3
7:00
8:00 Stop t5
8:30 Stop t4
9:00 Stop t0
9:30 Stop tl
10:00 Stop t2
11:00 Stop t3
12:00
14.00 Stop t4
15:00
16:00 Stop t6
16:30 Stop t5

18. For complex RNA structures Enzymer may be able to make the design of a new
sequence, but there is a high chance that its activity will be much lower than the wild-type.
In previous work GImS ribozyme designs were made by Enzymer but the best ribozyme
obtained had 50% less activity (Sabrine Najeh, 2019). It is usually possible to choose a
small ribozyme for a given application (see Table 1 and Note 19 for additional comments

on applications).
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19. In addition to the examples referenced in Table 4.1, as an example of application, a
cis acting hammerhead ribozyme can be used to control the expression of a downstream
gene. This can be done by inserting the ribozyme sequence so that it overlaps the coding
sequence of the gene. Two conditions should be respected in this case: the amino acid
sequence must be the same, even if we change the nucleotides sequence, and the
catalytic core and the structure of the ribozyme needs to be conserved. In this context
Enzymer, as an inverse folding tool, can help design a ribozyme with the desired criteria.
Similarly, we can foresee that different ncRNA functions could be combined, such as a
riboswitch and a ribozyme to make allosteric ribozymes. The ability to design sequences
from scratch based on known structures provides multiple opportunities for synthetic

biology.
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5. Article 2: Computational design and experimental verification
of pseudoknotted ribozymes

5.1. Mise en contexte

Dans l'article précédent nous avons détaillé la méthodologie utilisée pour la conception
ainsi que la validation expérimentale de l'activité de ribozymes synthétiques ayant des
pseudonceuds. Dans le présent manuscrit, nous présentons la confirmation
expérimentale, via I'évaluation de l'activité, de I'adoption de la bonne structure par les
ribozymes congus par Enzymer. Les résultats de cet article démontrent I'efficacité de
I'algorithme de conception de ribozyme du programme Enzymer décrit dans notre premier
article de méthodologie. C’est un article qui propose un programme pour la génération,
pas seulement des ARN ayant un seul pseudonceud, mais de plusieurs, ce qui a été validé

avec le ribozyme GImS qui a trois pseudonceuds.

Le programme Enzymer permet la conception de séquences de ribozymes (ou autres
structures d’ARN) trés divergentes de la séquence originale, ce qui permet d’incorporer
d’autres contraintes de séquence. Par exemple, nous avons fusionné un ribozyme pour
qu’il chevauche en grande partie une séquence codante et on peut envisager, dans
'optique de la mise au point de portes logiques par exemple, que cela pourra étre utile
pour la construction de vecteurs qui seront destiné au développement de systémes
« intelligents » pour le diagnostic ou la thérapie de cancer. La particularité d’Enzymer est
de tenir compte des pseudonoeuds permettant de s’approcher un peu plus des modéles

de structures de nombreux ARN.
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réalisation de toutes les expériences présentées dans l'article. Analyse et interprétation
des résultats de méme que la rédaction de toutes les parties en relation avec la validation

expérimentale et la discussion.

Kasra Zandi : Développement de ‘Enzymer’ qui était publié en 2016, rédaction de la partie
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Jonathan Perreault : Supervision et assistance du travail de Sabrine Najeh et Kasra Zandi

par la participation dans l'interprétation des résultats et révision du manuscrit.
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5.3. Abstract

The design of new RNA sequences that retain the function of a model RNA structure is a
challenge in bioinformatics because of the structural complexity of these molecules. RNA
can fold into secondary and tertiary structures by forming stem loops and pseudoknots. A
pseudoknot is a set of base pairs between a region within a stem-loop and nucleotides
outside of this stem-loop; this motif is very important for numerous functional structures.
It is important for any computational design algorithm to take into account these
interactions to give a reliable result for any structures that include pseudoknots. In our
study, we experimentally validated synthetic ribozymes designed by Enzymer which
implements algorithms allowing for the design of pseudoknots. The ribozymes tested were
the hammerhead and the gimS which have a self-cleaving activity that allows them to
liberate the new RNA genome copy during rolling-circle replication or to control the
expression of the downstream genes, respectively. We demonstrated the efficiency of
Enzymer by showing that the pseudoknotted hammerhead and glmS ribozymes
sequences it designed were extensively modified compared to wild-type sequences and

were still active.

Keywords: RNA inverse folding, pseudoknot, secondary structure, hammerhead
ribozyme, glmS ribozyme
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Résumé

La conception de nouvelles séquences d'’ARN qui conservent la fonction d'une structure
d'un ARN modele est un défi en bioinformatique, en raison de la complexité structurelle
de ces molécules. L'ARN peut se replier en structures secondaires et tertiaires en formant
des tiges-boucles et des pseudonceuds. Un pseudonceud est un appariement de bases
entre une région a l'intérieur d'une tige-boucle et des nucléotides a l'extérieur de cette
tige-boucle; ce motif est trés important pour de hombreuses structures fonctionnelles. Il
est important que tout algorithme de conception informatique tienne compte de ces
interactions pour donner un résultat fiable pour toutes les structures qui incluent des
pseudonceuds. Dans notre étude, nous avons validé expérimentalement des ribozymes
synthétiques congus par Enzymer qui implémente des algorithmes permettant la
conception de pseudonceuds. Les ribozymes sont des ARN catalytiques qui ont des
activités similaires a celles des enzymes. Les ribozymes testés étaient le ribozyme en téte
de marteau et le ribozyme gimS, qui ont, une activité d'auto-clivage qui leur permet de
libérer la nouvelle copie du génome d'ARN lors de la réplication circulaire ou de contrdler
I'expression des genes en aval, respectivement. Nous avons démontré ['efficacité
d'Enzymer en montrant que les séquences congues avec des pseudonoeuds, de
ribozymes en téte de marteau et glmS, étaient considérablement modifiées par rapport

aux séquences WT et étaient actives.
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54. Introduction

Natural functions of noncoding RNAs (ncRNAs) are numerous, but they also have various
applications in engineering biological systems (Liang et al., 2011);(Cameron et al.,
2014)(Auslander et al., 2010; Prommana, 2013; Zalatan et al., 2015), therapeutics (Ruder,
2011) (Lienert et al., 2014) (Esposito et al., 2014) as well as in nano-technology (Afonin
et al., 2015)(Grabow & Jaeger, 2014; Shu et al., 2015). Some ncRNAs with complex
structures, such as riboswitches that act as receptors binding specific metabolites, are
involved in controlling gene expression (Serganov & Nudler, 2013). Other intricate RNA
structures can confer catalytic activities to RNA, like for the small self-cleaving ribozymes.
The best known example is the hammerhead ribozyme (HHRZz), which is involved in
producing single-copy genomes out of the multimeric RNA resulting from rolling circle
replication of viroids (Prody et al., 1986). There are also hundreds of examples of different
hammerhead-type ribozymes for which RNA self-cleavage still has no obvious function
(Hammann et al., 2012). The core of the so-called minimal version of the hammerhead
ribozyme has been studied extensively over more than three decades, atomic resolution
structures are available (Martick & Scott, 2006), as well as extensive biochemical data
strongly supporting the requirement of the core consensus sequence (Nelson &
Uhlenbeck, 2008). In the case of the hammerhead ribozyme, a tertiary interaction between
stem | and Il was found to have a critical impact on its activity (De la Pena et al., 2003;
Khvorova et al., 2003). Different configurations of pseudoknots were later found to hold
stem | and Il to achieve the same impact and also make the ribozymes over 1000 fold
more active than a version without this interaction (Perreault et al. 2011). Another example
of ribozyme, the glmS ribozyme, has a clear regulatory function. This ribozyme cleaves its
5"-UTR (UnTranslated Region) by using glucosamine-6-phosphate (GICN6P) as a
cofactor, leading to degradation of the mRNA and repression of genes involved in GIcN6P
synthesis when the latter is in sufficient concentrations (Collins et al., 2007; Winkler et al.,
2004). While not studied as extensively as the hammerhead ribozyme, the archetypal
model for RNA structure/function studies, several atomic resolution structures of gimS
ribozyme are also available (Cochrane et al., 2009; Klein, 2006), as well as a wealth of

experimental data (Ramesh & Winkler, 2014).

It is widely accepted that the function of ncRNAs is attributed to their structure (Leontis et
al., 2006; Mortimer, 2014), which is determined by the nucleotide composition of the RNA

polymer. An RNA strand folds to form an array of secondary structures which then form
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stable tertiary structures (Batey et al., 1999). The diverse range of functions of ncRNAs,
as well as the relationship between their sequence-structure and function, highlight the
importance of methods for analysis and design of ncRNAs with desired structural

attributes.

Formation of the secondary structure is the first step in RNA folding. It starts by forming
the stem-loops before getting to the formation of pseudoknots to have the final tertiary
structure (Batey et al., 1999). For an RNA sequence, a secondary structure is defined by
a set of base-pairs (¢i,¢j) where 1 < i < j < n, such that positions i and j are paired. For
two base-pairs (qﬁi,cpj) and (¢, ¢;), a non-nested loop or a pseudoknot forms if either of
the nestingrulesi <k <j <lork <i <j <lisviolated. Pseudoknots are abundant
in nature, (Zandi et al., 2016) exist in specific types (Condon, 2004) and are known to
play key roles in the functionality of active RNAs (Staple & Butcher, 2005), including rRNAs
(Powers & Noller, 1991), riboswitches (Gilbert et al., 2008) and ribozymes (Harris et al.,
2015). Experimental methods, such as nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy
(Varani & Tinoco, 1991) or X-Ray crystallography (Muchmore et al., 1996), which are used
for determining RNA structure, are complex and time-consuming. Hence, computational
approaches provide an attractive alternative to study and analyze RNA structures. In
addition, computational methods can generate thousands of RNA sequences in short
amounts of time, at relatively low cost, while providing the means to predict key sequence

attributes useful for further analysis and experimentation.

The classical definition of computational RNA structure prediction or RNA folding
(Nussinov & Jacobson, 1980) is to find the set of base-pairs which are predicted to exist
in RNA’s most stable structure called the minimum free energy (MFE) structure at
thermodynamic equilibrium. The MFE structure can be predicted by computational
methods using some energy model. Over the past few decades, several energy models
(Freier et al., 1986) (Serra & Turner, 1995) ;(Dirks & Pierce, 2003; Mathews et al., 1999)
as well as computational structure prediction methods such as RNAfold (Hofacker,
2003b), mfold (Zuker, 2003a), HotKnots (Ren et al., 2005), RNAstructure (Reuter &
Mathews, 2010), IPknot (Sato, 2011), pKiss (Theis, 2010) and NUPACK-analyze (Zadeh
et al., 2011a) have been developed. On the other hand, the RNA inverse folding problem
is to find a sequence with an MFE structure that precisely matches a desired target
structure. Besides the classical MFE as the design criteria, other criteria such as

Boltzmann probability or ensemble defect optimization criteria have also been used. In the
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context of RNA inverse folding, Boltzmann probability quantifies the probability of an RNA
sequence folding into a given structure, where the ensemble defect quantifies the
expected number of incorrectly paired nucleotides at thermodynamic equilibrium. The
value of ensemble defect should be minimized as much as possible to avoid misfoldings
in double and single stranded regions of structure (Dirks et al., 2004). It has been shown
that the sequences designed to maximize the Boltzmann probability or minimize ensemble
defect tend to be thermodynamically more stable than those designed to satisfy the MFE
criteria (Zadeh et al., 2011a; Zandi et al., 2016).

The RNA design problem is computationally complex (Schnall-Levin, 2008) and to find
solutions, most existing algorithms resort to heuristics and a combination of local, global
and stochastic search methods. Generally, a random seed RNA sequence is first
generated, then the seed is iteratively mutated until the predicted folding attributes of the
design candidate converges to the desired values. Our recent work, Enzymer (Zandi et
al., 2016) utilizes an adaptive weighted sampling strategy to design RNA secondary
structure with low ensemble defect. The in silico simulations showed that Enzymer
generates RNAs that are thermodynamically more stable, have higher Boltzmann
probability of folding into the desired target and have lower ensemble defect than those
generated by other state of the art pseudoknot designer methods such as MODENA
(Taneda, 2011) and antaRNA (Kleinkauf, 2015).

The wealth of existing computational RNA secondary structure design methods, where
each method utilizes a different design criterium and sequence optimization strategy,
makes it a difficult task for the experimental biologists to choose the right method for their
particular RNA design purpose. For instance, some methods such as NanoTiler
(Bindewald, 2008) or NUPACK-design are more suited for the design of non-functional
RNA nano structures, while other methods such as Frnakenstein are specialized in
designing RNA switches (Lyngso et al., 2012). Another decisive factor in the applicability
of an RNA designer method is its ability to realize all the structural elements necessary for
a particular design objective. For instance, only NanoTiler (Bindewald, 2008), MODENA,
antaRNA and Enzymer can handle the pseudoknots. Another important consideration is
related to the applicability of the underlying energy model used by each design method.
Still another important consideration is the availability of experimental evidence in support
of the applicability of a design method for a specific design purpose. Ultimately, it is wet-

lab experimental data that provide the most reliable measure of the usefulness of a design
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method. To the best of our knowledge, as summarized by (Churkin, 2017), there seems
to be no comprehensive report in the literature that provides experimental evidence on the

applicability of all inverse RNA folding methods to the design of pseudoknotted ncRNAs.

In this study, we demonstrate that Enzymer can be used as a reliable method for the
design of pseudoknotted ribozymes. We used Enzymer to reengineer three naturally
occurring ribozymes: a self-cleaving HHRz from a mouse gut metagenome, a self-cleaving
HHRz of Yarrowia lipolytica (Perreault, 2011) as well as a self-cleaving gImS ribozyme
(Klein, 2006). For each ribozyme, we obtained the minimal required catalytic core
extracted from multiple sequence alignment data and used the catalytic core as a design

template for Enzymer.

5.5. Results

The activity of an RNA depends on its folding in defined secondary and tertiary structures
(Bhartiya & Scaria, 2016). To have a functional synthetic RNA, the structure of the original
RNA used as template should be conserved. In our study, we used Enzymer to design
sequences that fit the functional structures of given templates. To validate the efficiency
of Enzymer’s designed sequences, we tested experimentally two types of self-cleaving

ribozymes; HHRz and glmS ribozymes.

Numerous HHRz were previously designed “by hand” by many researchers, where for
typical minimal HHRzs, all three stems had four or more base pairs, with few exceptions
(Kuwabara et al., 1999). It was noted that cleavage rate measurement was performed with
25 mM Mg?*. On the other hand, we have chosen, on purpose, more challenging target
models, i.e. with a stem Il of only two canonical base pairs. Two HHRz structures from
different genomes and context were used as templates: one from the mouse gut
metagenome and the other from Yarrowia lipolytica (Perreault et al., 2011b). Both of them
are type | hammerhead with a pseudoknot occurring between stem | and the loop of stem
Il. The generated ribozymes should fold in the same secondary structure as the chosen
ribozymes by respecting the position of canonical base pairs and single stranded regions.
Enzymer does not change the size of the sequences generated as they should be exactly
the same as the template sequence. The two base-pair stem Il of the mouse gut

metagenome HHRz (Fig. 5.1A, B), makes it a good model to test Enzymer since
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misfolding could easily prevent stem Il from folding correctly following a faulty design.
Using the secondary structure of this HHRz (Fig. 5.1A, B), we selected the 14 sequences
with the lowest ensemble defects. At least two such sequences were selected among ten
designed per set of differing parameters, namely different optimal temperatures for folding,
which we thought of as a way to have structures with a gradient of stability. In this way,
HHRz 1 to 6 were set for optimal folding at 37°C, HHRz 13 and 14 at 17°C, 11 and 12 at
27°C, 7 and 8 at 47°C and 9 and 10 at 57°C. For self-cleavage tests to compare their

activity to the wild type, all ribozymes were assayed during transcription at 37°C.
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Figure 5.1 Ribozymes designed according to Mouse gut metagenome ribozyme structure

(A) Design template and secondary structure of the “mouse gut metagenome HHRz” structure used
as the input for Enzymer. All of the original sequence were modified except the red nucleotides
forming the catalytic core. (B) Secondary structure with a new sequence generated by Enzymer, with
acolor scheme corresponding to that of the design template in (A). Cleavage site is shown by an arrow
head. (C) Cleavage % of the ribozymes during transcription (for two hours and half) for the self-
cleaving ribozymes compared to the WT. (D) Cleavage extent of the cis-acting ribozymes (WT, 1 to 13
and mut). For Rzs 13 mut, 13 mut c and N/O the cleavage of trans-acting ribozymes was used. Average
of three experiments with standard deviation. Comparison of cleavage extent for cis and trans-acting
ribozymes is available in supplementary material (Fig. 5.8). (E) Cleavage rate (kobs) of ribozymes.

The HHRz 4, 6 and 14 sequences could not be transcribed or assayed properly for the
trans version because of the small size of substrates difficult to transcribe, but the other
11 ribozymes were active compared to the wild type which cleaved at 86% (Fig. 5.1C).
Ribozymes 3, had slightly higher fraction cleaved than the wild type with a cleavage of
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96%. The rest of them have variable end-point cleavage efficiency similar or slightly lower
to the wild type, except ribozyme 1 that clearly cleaved less (56%) (Fig. 5.1C,D). For more
precise measurements of the activity of the ribozymes, we followed the kinetics of each
one of them during 64 minutes. For these assays, trans-acting ribozymes were used to
facilitate measures of rate constants independently of transcription. The ribozyme
sequences were divided into two parts: the template and the ribozyme part (Table 5.2)
and Fig. 5.5). The results show that all the ribozymes were able to cleave the substrate,
but with different rates and efficiencies. The ks (rate constant) of the wild type ribozyme
was the highest (3 min*) followed by HHRz 13 (1.6 min), HHRz 11 (0.54 min') and HHRz
12 (0.54 mint). Most of the ribozymes had cleavage rates 10 to 100 fold slower (ranging
roughly from 0.03 to 0.3 min) with no apparent correlation with the end-point cleavage
(full curves in supplementary Fig. 5.6).

Interestingly, WT HHRz was the fastest cleaving ribozyme, although HHRz 13 has a very
similar activity, other ribozymes cleave much more slowly, even hundreds of fold more
slowly. This contrasts with the computed ensemble defects (Table 5.1) which are
optimized for the designed ribozymes, and thus very low, as opposed to the WT for which

the calculated ensemble defect was higher than most designed ribozymes.

In addition to these results and to prove that ribozymes are able to fold in the correct
tertiary structure, HHRz 13 activity was compared to a mutated version (disrupted
pseudoknot) and a version where the mutations were compensated. As we expected, the
mutated version lost the cleavage activity by about 20 fold (kobs=0.07 min) and when we
compensated the mutation, the activity is recovered (kobs=1.5 min?). However, cleavage
efficiency or maximum fraction of substrate cleaved is not entirely restored, likely due to
the fact that contrary to the original sequence designed by Enzymer, this one is not
optimized. For another test of a ribozyme generated by Enzymer, but without the iterations
that lead to optimized ensemble defect and thus named “Non-Optimized” (N/O), there was
less cleavage detected than most other designs and it had the smallest kops, 2x107 min?,
which is 100 fold less than the average of the other 11 designs for the same model (Fig.
5.1E, Table 5.3 and Fig. 5.6). This indicates that, with this model-ribozyme, ensemble
defect optimization was important to obtain efficient ribozymes that have high kons and high
fraction cleaved, as without this optimization, even if all base pairing rules were followed,
the cleavage rate was a few orders of magnitude lower. Moreover, the much slower HHRz

13 with the mutant pseudoknot, compared to its compensatory mutant, which cleaves
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almost as fast as the “WT HHRz 13", support that Enzymer was able to design active
hammerhead ribozymes using the inverse folding approach by conserving the
pseudoknotted structure.

Next, we wanted to highlight how Enzymer could be used to include additional sequence
constraints to obtain efficient ribozymes. As illustrated by the N/O control in Figure 1, the
“potential capability” to fold in the active structure is not enough to ensure it will do it
efficiently. We thus designed ribozymes flanking the beginning of the coding sequence for
the Red Fluorescent Protein (RFP). As a template, we used a type | hammerhead
ribozyme found in the Yarrowia lipolytica genome (Perreault et al., 2011b) (Fig. 5.2A,B).
Sequence constraints include the conserved catalytic core, the Shine-Dalgarno (SD)
sequence and the first 10 codons of RFP (Fig. 5.2A). Identity of the rest of the nucleotides
could vary in order to accommodate these constraints and permit proper folding of the
HHRz, while ensuring that we did no modifications to the RFP protein. The aim is to have
a non-defective protein and to be sure that if there is a decrease in the protein’s expression
it is caused by the ribozyme’s activity and not a mutation in the protein’s sequence, not
even a synonymous substitution. It should be noted that while stem Il was designed to
form two base pairs (as in the WT), the conserved G-C base pair of stem Il was changed
to U-A because “A” was a constraint from the SD sequence at that position. Such
transversions are expected to reduce rate by >> 100 fold (Ruffner et al., 1990), this is thus
in principle a very detrimental change. Nevertheless, this study was in the minimal HHRz
model and in this pseudoknotted version, the extent of cleavage was similar to that of WT
and the rate was reduced by “only” 30 fold for HHRz YL1 compared to WT according to

our results.

To have uncleaved size markers, we mutated both HHRz YL ribozymes in the catalytic
core without affecting the coding sequence. The ribozymes were tested for their cleavage
efficiency during in vitro transcription and their activity was compared to the wild type. Both
ribozymes were active with fractions cleaved of 76% for the HHRz YL1 and 83% for the
YL2 which are close to the cleavage efficiency of the wild type (86%) (Fig. 5.2C). The
ribozymes were divided into two parts in the same way as for the mouse gut metagenome
ribozymes (Table 5.2 for DNA sequences). The ribozyme WT was able to cleave 54% of

the substrate after 8 minutes compared to the two ribozymes designed by enzymer (YL1
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and YL2) that attained only 28 and 25% of cleavage rate after 64 minutes. While end-point
cleavage was lower, it was still within a few folds of the WT, on the other hand, kons Was

orders of magnitude lower.
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Figure 5.2 Yarrowia lipolytica ribozymes overlapping RFP coding sequence.

(A) Design template and secondary structure of the “Yarrowia lipolytica HHRz” structure used as the
input for Enzymer. The original sequence of the ribozyme was modified except the red nucleotides
forming the catalytic core. Nucleotides corresponding to sequence constraints for fusion with coding
sequence and Shine-Dalgarno are indicated. (B) Secondary structure with a new sequence generated
by Enzymer, with a color scheme corresponding to that of the design template in A. Portions
corresponding to sequence of the RFP gene are underlined in yellow for the coding sequence and in
orange for the Shine-Dalgarno (SD). Cleavage site is shown by an arrow head. (C) Cleavage activity of
the ribozymes during transcription (for two hours and half) compared to the WT. Cleaved products of
YL1 and YL2 are different from wild type because we reduced stem Ill by four base pairs and one
nucleotide from the loop as compared to WT to permit proper spacing between SD and start codon.
(D) The RFP repression assay in which the red fluorescence intensity is measured after 3 hours
induction with IPTG and compared between the active ribozymes and the mutated version (inactive),
with two controls, the E. coli BL21.DE3 (non-fluorescent) and the unmodified RFP expression. The
bands on thel gel, appearing in the uncleaved control lane are likely due to a non specific degradation

of RNA.
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In spite of an activity much lower than for the ribozymes from figure 5.1, expression of
RFP was repressed in presence of the active version of the ribozyme (RzYL1) as
compared to the inactive mutant version (RzYL1m), as illustrated by the lower RFP
fluorescence (Fig. 5.2D). The background, represented by E. coli without any RFP
construct, was relatively high, raw fluorescence results are therefore presented in Fig.
5.2D to avoid misinterpretation. Otherwise, subtracting the background from both the
active RzYL1 and its inactive version suggest an eight-fold decrease in expression due
to ribozyme cleavage. An example of RFP expression without any potentially hindering
secondary structures in its 5-UTR (such as HHRz stems and pseudoknot) is also

provided for indicative purpose.

To be able to see if Enzymer could successfully design structures more complex than the
HHRz, we used the glmS ribozyme as another template. This ribozyme has a multi-stem
structure, three pseudoknots and many highly conserved nucleotides (Fig. 5.3A, B). To
design such a ribozyme we used the glmS ribozyme from Thermoanaerobacter

tengcongensis (Klein & Ferre-D'Amare, 2006).

We used two glmS sequences generated by Enzymer to compare their activity to the wild
type glmS ribozyme. These ribozymes were transcribed in presence or absence of the
GIcN6P, where activity could be observed only in the former case. The wild type has a
cleavage end-point of 76% and glmS2 designed by Enzymer has a 45% cleavage
efficiency while no activity was detected for glmS1 in these conditions (Fig. 5.3C). We
also assayed glmS ribozymes after purification to evaluate rate constants (Fig. 5.3D).
While co-transcriptional cleavage was not observed for gimS1, we could detect a small
amount of cleavage for gimS1 in these conditions, but both gimS1 and gimS2 cleaved
much more slowly than the WT (1.7 min vs 5.2x107 and 0.052 min?)(Fig. 5.6). Still, as
for the wild type, self-cleavage gimS2 is completely GIcN6P dependent since we could not
detect cleavage in its absence, showing that in addition to self-cleaving capabilities, the

designed gImS2 also have a competent binding pocket for GICNGP.

To better understand the low cleavage rate of GImS2 compared to the WT ribozyme, we
wanted to test if the several GGGs, present in multiple positions in the GImS2 sequence,

form a G-quadruplex. If this is the case, a G-quadruplex might affect the formation of the
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correct active structure of the ribozyme. Our results have shown no almost no difference
in activity and cleavage rate of GImS2 in presence of either KCI or NaCl (0.052 and 0.041
min't) which was an indication that either no G-quadruplex is formed or if does, it does not
affect greatly the structure.
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Figure 5.3 GImSribozymes

(A) Design template and secondary structure of the “Yarrowia lipolytica HHRz” structure used as the
input for Enzymer. The original sequence of the ribozyme was modified except the red nucleotides
forming the catalytic core. Nucleotides corresponding to sequence constraints for fusion with coding
sequence and Shine-Dalgarno are indicated. (B) Secondary structure with a new sequence generated
by Enzymer, with a color scheme corresponding to that of the design template in A. Portions
corresponding to sequence of the RFP gene are underlined in yellow for the coding sequence and in
orange for the Shine-Dalgarno (SD). Cleavage site is shown by an arrow head. (C) Cleavage activity of
the ribozymes during transcription (for two hours and half) compared to the WT. Cleaved products of
YL1 and YL2 are different from wild type because we reduced stem Ill by four base pairs and one
nucleotide from the loop as compared to WT to permit proper spacing between SD and start codon.
(D) Kinetics of the ribozymes WT and GImS2 (for 64 minutes) compared to the WT with glucosamine-
6-P (GIcN6P) and K*or Na*.

For further confirmation of Enzymer’s ability to design RNAs folding in the same structure
as the WT, we used the in-line probing technique to compare the degradation profile of
each one of the gImS ribozymes (WT, 1 and 2). The in-line probing shows that the three

sequences share a similar structure in the 5” part of the ribozyme (from G17 to G73, Fig.
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5.4C). GImS2 ribozyme has more similarity in the structure with the WT in the part closer
to the 3" (after G73) compared to GImS1. These results may explain the cleavage activity
of this sequence compared to gImS1. This difference may be the reason for the instability
of gImS1’s structure causing the cleavage reaction’s absence or the inability of the

ribozyme to bind the cofactor correctly.
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Figure 5.4 Inline probing of GImS ribozymes
Designed GImS ribozyme structures were compared to the WT GImS ribozyme by in-line probing. (A)

Design template with consensus sequence. (B) Secondary structure of GImS WT. (C) GImS 2 shows
more similarity to the WT in the degradation profile (red boxes).

5.6. Discussion

Even if any inverse folding strategy will ultimately be limited by the folding algorithm it
uses, as optimization can only be as good as the structure prediction tools used. In this
work we proved that Enzymer can successfully design functional pseudoknotted RNAs.
We tested experimentally a total of 18 ribozymes designed by this new inverse folding

algorithm. Despite the fact that many ribozymes cleave more slowly, results show that
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Enzymer could design pseudoknotted functional ribozymes. Even the very significantly
reduced rate of cleavage in trans for RzYL1 appears to be sufficient for biologically
significant activity according to RFP reduced expression with the high cis cleavage activity.
We also demonstrate for the first time that the Dirks energy model (Dirks & Pierce, 2003)
which was developed for characterization of pseudoknotted RNA shapes, can be
effectively used to model and design functional ribozymes. The fact that most HHRz
designs have much lower kqns, compared to WT, suggests that the ensemble defect is
better to optimize the end point cleavage %, which means the cis acting versions of
ribozymes, for which most HHRz designs were comparable to WT, rather than cleavage

rate, for which only HHRz 13 was comparable to WT.

Previous attempts reengineered the gimS ribozyme (Lau & Ferre-D'Amare, 2016; Lau et
al., 2017; Lau, 2013), where sequences differed from the WT by as few as 3 mutations,
with many other examples having ~10 mutations and as much as 26 mutations, although
the majority of these were not assayed individually; or ~3 to ~5 mutations on average in
work from Link and co-workers (Link et al., 2006). The glmS ribozyme sequences we
designed differed from their model natural template by 92 and 79 bases (out of 152) for
glmS1 and gimS2, respectively and they have the least sequence similarity with the WT
ribozyme sequence for any designed gimS ribozyme, as well as the least overall sequence
similarity with natural sequences as well (Table 5.4). Interestingly, both gimS1 and gimS2
diverge slightly from the more recent alignment consensus found in (McCown et al. 2011),
with 5 positions for gimS1 and 7 for gimS2, that differ from positions with at least 90% of
conservation. Interestingly, one of the P2 base pair from our model is not conserved in the
McCown 2011 consensus (see Fig. 5.7). The fact that our designs have a G-C bp rather
than a G-U (differences indicated in Fig. 5.4 with a star next to the base pair), like the WT
template used from klein et al 2016 at that position would stabilize a bp that could
potentially be only transient in the folding pathway leading to catalysis. Together, this
suggests that rather than being a faulty Enzymer design, glmS1 could be co-
transcriptionally inactive because the provided model lacked important information.
Indeed, gimS1 was generated in our early attempts to design a sequence for this complex
ribozyme and as such it lacked some constraints (colored in blue in Table 5.1). For
instance, the different potential to form purine stacks in an internal loop of P4, which is
described as the “floor” of the GIcNGP binding site by Klein et al. 2006 would likely impact
ribozyme activity if it affects binding GICN6P or its positioning relative to the cleavage site.

As opposed to HHRz, for which the catalytic core has been studied extensively and is very
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well defined, we may have overlooked important constraints in the gimS ribozyme,
explaining that the two tested designs had a considerably decreased activity compared to
WT. It is the case especially for GImS1 ribozyme that had very low to absent cleavage
activity compared to the GImS2 that had a good cleavage efficiency and structure similar
to the WT. Such constraints could be related to the target structure itself, but could also
include additional structures corresponding to intermediates during catalysis: pre-bound,
bound pre-cleaved, cleaved states. Previous studies (Klein et al. 2006; Cochrane et al.
2009) indicate global rigidity of this RNA and no significant conformational change
between these states, the fact that the cleaved state remains unchanged, in spite of losing
a portion of sequence may be important as the designs and corresponding ensemble
defects were computed for the full sequence only. A more recent study shows that the
ribozyme folding in the structure allowing the binding of the ligand is unstable and even
the cofactor binding to its binding pocket is unable to stabilize this conformation. These
findings suggest that the structure is too dynamic and that there should be an equilibrium
between the structure’s stability and the ligand binding for the cleavage to occur efficiently.
This might help explain the low activity of the two glmS ribozymes designed by Enzymer
(Savinov & Block, 2018). Alternatively, it could also highlight challenges that still need to
be overcome for inverse folding. For instance, the WT sequence likely has a favorable
folding landscape to achieve the “target structure” while the best way for Enzymer to
simulate this is to have a minimal ensemble defect. Multiple instances of kinetic traps or
misfolded dead-ends exist in the literature, which have been shown to be reduced by
specific folding intermediates (Brown et al., 2004; Cao & Chen, 2007). If the strategy of
using ensemble defect to reduce such misfolded RNAs seems to work, at least to some
extent, it may also have limitations. Taking in account multiple substructures may
represent one of the future challenges of inverse folding, but represents a challenge for

experimentalists as well.

Interestingly, when comparing the rate constants with the design temperatures we observe
an inverse correlation between the ribozyme design temperature and their activity, as
opposed to end-point cleavage assays. The most active designed ribozymes were: HHRz
13 followed by HHRz 12 and HHRz 11, respectively designed for 17°C, 27°C and 27°C
(details in Table 5.5 and Fig. 5.5). This may illustrate an advantage of having less stable
(less rigid) structures, which could concurrently, also potentially reduce likelihood of

misfolded dead-ends. The use of trans-cleaving ribozymes facilitates the measurement of
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time series to obtain rate constants, but may not always be representative of the cis-

cleaving version, which is normally expected to cleave more efficiently.

To our knowledge, only two group actually tested ribozymes designed through inverse
folding. The first group (Dotu et al., 2014), where they used a type IIl HHRz from a portion
of the plus polarity strand of Peach Latent Mosaic Viroid (PLMVd). To make their design
they used RNAIiFold and they tested the generated ribozymes experimentally. These
ribozymes were active, but RNAiFold does not take into account pseudoknots. On the
other hand, others have designed pseudoknotted ribozymes, like the HDV ribozyme, but
without experimental validation (Taneda, 2012). More recently, (Yamagami et al., 2019)
have designed active ribozymes (~50 fold slower than WT), which do have pseudoknots,
but this work, to our knowledge, the only other experimental validation of pseudoknotted
ribozymes designed by inverse folding and they only focused on HDV ribozymes, which
have a different topology than gimS and the two HHRz types that we have used as
templates for designs. In that article, Yamagami and co-workers had fixed base identity
for several positions, reducing the sequence space to search from 53 to 43 Ns (64, 38 and
101 Ns for HHrz from mouse gut, HHRz from Yarrowia and gimsS, respectively in this
study). Among the fixed base identity, five “As” were assigned to the loop 4 of HDV,
interestingly, beyond our sequence constraints, multiple contiguous “As” were often
noticed in regions designed to be single stranded. Perhaps this occurred as minimization
of ensemble defect that might preferentially assign A instead of U or G to form single
stranded regions. This is due to the fact that Us or Gs have more base pairing capability
due to wobble G-U base pairs in addition to G-C. Also Cs are probably avoided because

they can form stronger base pairs with G than As with U.

The ability of Enzymer to design sequences for complex active structures with many
sequence constraints, such as for the Yarrowia lipolytica HHRz example, paves the way
for combinations of sequence elements. Indeed, we were able to design functional
ribozyme structures with unprecedented non-ribozyme sequence constraints (where
>40% of the ribozyme sequence was fixed to fit the RFP sequence). Interestingly, we
noted that gimS2 had several GGGs, including four which were close that would
theoretically have the potential to form a G-quadruplex according to G4Hunter (Brazda et
al., 2019). Even if our comparison of activity in NaCl vs KCI suggests that G-quadruplexes
do not actually form, it nevertheless highlights the potential uses of being able to push the

boundaries in terms of divergence from the natural sequences. With proper design, many
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useful arrangements can be made to engineer new regulatory elements by overlapping
important sequences, such as coding sequence or splicing sites, with structures, such as
ribozymes or riboswitches, to gain new functions. As an example, a riboswitch controlled
by two or more aptamers with an expression platform than can be a ribozyme or one
similar to the platforms of natural riboswitches.

5.7. Materials and methods

We generated a population of candidate sequences for each ribozyme. For each
ribozyme, we sorted the generated sequences by their predicted normalized ensemble
defect value, chose a small set for in-vitro studies and measured their catalytic activities.
We also designed a non-HHRz ribozyme: the GIcN6P-dependent gimS ribozyme.

e Designing ribozymes
We obtained the secondary structures as well as the minimum catalytic core (reviewed in
Nelson 2008) for the HHRzs from (Perreault, 2011). For the glmS ribozyme, we used the
secondary structure as well as the minimum catalytic core from the model presented by
(Klein, 2006), but in its natural cis-acting form. Given a secondary structure and a set of
nucleotides representing the minimal catalytic core, the step to initialize a design template
is to generate a seed sequence using the catalytic core and then using the letter “o” for
any position which is not part of the catalytic core, or highly conserved nucleotides, of the
ribozymes. In other words, positions considered to be involved only in secondary structure
(standard base pairs, including pseudoknots) as well as single stranded “non-essential
positions” are open for change of nucleotide identity. To account for the three dimensional
structure essential for ribozyme activity, all conserved positions considered important for

tertiary contacts are fixed in the provided model.

We ran Enzymer using the design templates as input and set the maximum number of
iterations to 600. We generated 14, 2 and 2 sequences for the mouse gut metagenome
hammerhead, Yarrowia lipolytica hammerhead and the glmS ribozymes respectively in
independent trials. For most trials, we chose the Mathews parameters (Mathews et al.,
1999), but for optimal folding at temperatures other than 37°C we used the Serra and
Turner energy parameters (Serra & Turner, 1995). For all cases, we used the additional
parameters for pseudoknots from the Dirks and Pierce model (Dirks & Pierce, 2003). More
details on how to use Enzymer are available in (Najeh et al., 2021) and on the algorithm

in (Zandi et al., 2016). In short, users need to provide a secondary structure model with
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sequence constraints, as well as parameters as described above. The sequence
constraints will typically correspond to the conserved catalytic core of the ribozyme (or of
the binding pocket of riboswitches for instance), as well as any other nucleotides which
participate in non-canonical base pairs that are important to properly fold in the active
tertiary conformation. For the HHRz, these bases are very well defined, but for gimS these
constraints were determined from a combination of sequence conservation (McCown et
al., 2011) and information from the structure (Klein & Ferre-D'Amare, 2006). The
sequences we generated are presented in Table 5.1 together with their design templates
(which are also included in each relevant figure), additional details on sequence

generation are available (supplementary text).
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Table 5.1 RNA sequence data generated by Enzymer for all ribozymes.

CUUCCUGCGACCGUUAGAGGACUGUGAAAACCACAGGCGACUGUGGCAUAGAGCAGUCCGGGCAGGAA

Normalized
Label Mouse gut metagenome hammerhead ribozyme sequences ensemble
defect
HHRz 1 UCGUAGCGAAAAGGGUCCUGAUGAGCCAGUUACACCGUAGGCGAAAGUUAUAUUCCAUUAUAACUCGACCCAAUAUAUACU 7.0E-02
HHRZ_Z AACGGAGCCCUUCCGCCCUGAUGAGCAACUCUGAAUAAAAGCGAAACUGUAGAACUACCUACGGUCGGCGGUUUUCUAUAC 4.4E-02
HHRz_3 CUCUCCGAAACUUGGUCCUGAUGAGGCCCGGAGUUAACCGCCGAAACUGCGUAAACCGAUGUAGUCGACCACAAAAUACUA 7.49E-02
HHRz_4 CCGUCGCAAARAGGGUCCUGAUGAGCAAGCGACAAAAAAAGCGARACCCGUCGAUUAAGAUGGGUCGACCCAAAARAARAA 4.0E-02
HHRZ_S AAGUCCCAAAAAGGGCCCUGAUGAGCGAGGGACAAAAAAAGCGAAACUUCGUGAAAGAGCGAAGUCGGCCCGAGAAAAAAA 7.6E-02
HHRZ_G GACGGCCCCCCCGGUCCCUGAUGAGCUAGGCCGAAAACGAGCGAAACCGAGAUCUUUUUCUCGGUCGGACCUCUACCUAUU 9.9E-02
HHRz_7 AAGCGGGAGAGAGGGGCCUGAUGAGUGACCCGCGAAAAAAACGAAACCUGGUUCAGCUGCCAGGUCGCCCCAGGAGAAGUG 9.5E-02
HHRz_8 AACCACCAAAAAGUGCCCUGAUGAGCGAGGUGGAAAAARAGCGAAAGGGCCCAUGAACGGGUCCUCGGCACAAAAAARAAG 9.1E-02
HHRZ_9 AGCGGACAAGAAGCGGCCUGAUGAGUGAGUCCGGAAAAAAACGAAAGGCACUAGAUAGAGUGCCUCGCCGCAAAUAAAACG 1.0E-01
HHRz_10 AACCAGGAAAAAGGGCCCUGAUGAGCGACCUGGGARARAAGCGARAGGUCCGAACGAGCGGACCUCGGCCCAARARARACG 9.7E-02
HHRz_11 GAGAGACAAAAAAGGCCCUGAUGAGCGAGUCUCAAAAAAAGCGAAACGGGAUUGAUAUGUCCCGUCGGCCUGGAGGARAGA 8.2E-02
HHRz_12 AAGGUCCAAAAAGGGCCCUGAUGAGCACGGACCAAAAAACGCGAAACUCCAUGACAGAGUGGAGUCGGCCCACAAAAAACC 7.7E-02
HHRz_13 AAGAGGGAAAAAGGUUCCUGAUGAGCGACCCUCAAAAAAAGCGAAACAGCACGAGAAAGUGCUGUCGAACCAAAAAAAGAA 7.9E-02
HHRz_14 AAUGGCCAAAAAGGGUCCUGAUGAGCACGGCUAAAAAAACGCGAAACCGGUCAGAUAAGGCCGGUCGACCCAAACAACACC 8.0E-02
HHRz_3mut AACUAGCAAAAAGCGGAGGGAUGAGGAAGCUAGAAAAAAACCGACCGCAAGCAUAUACGCUUGCUCGCCGCAAAAAAACAC 1.28E-01
VVHdi;pe GGUACCGAAUAAAUCCCCUGAUGAGCAACGGUGAGAGCCGGCGAAACUACCCAAACAAGGGUAGUCGGGAUAGUACCAUAA 3.80-01
Design template | ©000000000000000CCUGAUGAG0000000000000000CGCAAR000000000000000000UCGO0000000000000
Secondary | --[[[00..... COCCCa e (G G I I AP DB I O O O G O (P DI D)) ) e
structure
Yarrowia lipolytica hammerhead ribozyme sequences
HHRz YL2 AUAUACCCGUCUUCCCUGAUGAUCCAAAAAAAUUUGAUGAAGGAGARACGAGGCAUGGCUUCGUCGGARGACGUUAUCAAAGA 8.0-E02
HHRZ_YLl AUAGUGUCGUCUUCCCUGAUGAUCCAAAGAGAUUUGAUGAAGGAGARACGGAGCAUGGCUUCGUCGGARGACGUUAUCAAAGA 8.0-E02
VVHdE;pe GGGGGACUGGCUGCCCUGAUGAGAACAAACCCAUGACUAGCGUCGAAACAUCAAGGGUUGGUGUCGGCAGCCACUAGUCAUAA 3.93E-01
YL2 Mutant AUAUACCCGUCUUCCCUUGCAAUCCAAAAAAAUCUGAUGAAGGAGAAACGAGGCAUGGCUUCGUCGGAAGACGUUAUCAARGA 7.72E-01
YLl_Nhnant AUAGUGUCGUCUUCCCCCAUAAUCCAAAGAGAUUUGAUGAAGGAGACACGGAGCAUGGCUUCGUCGGAAGACGUUAUCAARAGA 8.02E-01
DeéénTén1pmte 00000000000000CCUGAUGRAO00000000000000000AGGAGAAA000000AUGGCUUCGUCGGAAGACGUUAUCARAAGA
Secondary | ------- CCCCCCOCe e ((Cevvnnnnn [OOLTLT ))) e (OO ))))))) )T
structure
glmS ribozyme sequences
glmS_1 AGEEEEAQCUCUAUGUCéGAAAAAAAAAGQUGACAUGGAGGAQEAG?GCCCAGCAAAQE?AAAAAUCGGCGGAAGCUGGGGGGG 6.96E-02
CAGUGCGGGCCCCAAAAGGCGACCUCAAAUAGGCGUGAAAACGCCUAAUACACGGUUGCCACCGCACA
glmS_2 AGCGCCAGGUCGCGUCUAUAAGGUUAAAAGUAGGCGCGACGACGAGGGCCAGCCAAAUCGAGACAUCGGCGGGAGGCUGGGGGC 6.36E-02
CGGGUGUGGGUCCAGAGAGGUGGUGCAAAACAGGGGGAAACUCCUGCAUAAAAGCCACCGACGCACUC
VVHdtype AGCGCCUGGACUUAAAGCCAUUGCACUCCGGCUUUAAGUUGACGAGGGCAGGGUUUAUCGAGACAUCGGCGGGUGCCCUGCGGU 3.37E-01
CUUCCUGCGACCGUUAGAGGACUGUGAAAACCACAGGCGACUGUGGCAUAGAGCAGUCCGGGCAGGAA
Mutant AAAACCUGGAAUUAAAGCCAUUGCACUCCGGCUUUAAGUUGACGAGGGCAGGGUUUAUCGAGACAUCGGCGGGUGCCCUGCGGU 3.11E-01

Design Template

AGCGCC0Go0CO0000000000000000000000000GO00GACCAGG000000000AUCGAGACAUCGGCGGROGO00000GGO
00000000000C00000A00000000AAAA000000GORA000000CA0A0A0000000G00000000

Secondary
structure

O O O O O O O O (Y (P (AR R DR DD I R G O O A I N N IO B R
COCCCCe e e e COCCCCae e ) ea) e e ) ) ))) ) e

Conserved nucleotides are in red. Pseudoknots are marked green on the secondary structures and
bold and underlined on the sequences. Nucleotides in blue for the Yarrowia lipolytica HHRzs
correspond to constraints imposed to overlap with RFP gene; for gImS_1 ribozyme, they correspond
to positions diverging from model for gimS1. We used the Mathews energy parameters (Mathews et
al., 1999) for HH_1 to 4, the HHRz YL and gIlmS ribozymes and used the Serra & Turner RNA energy
parameters for the rest. We used the Dirks & Pierce(Dirks & Pierce, 2003) parameters for pseudoknots
for all the sequences. For the design templates, “0” is used for the degenerated positions, parenthesis
and brackets correspond to base pairs in regular stems and pseudoknots, respectively, for the
secondary structure annotation used for design.
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e Transcription
The synthesis of the cis acting ribozymes by in vitro transcription was made in presence
of radioactive Uridine Triphosphate (alpha-*?P-labeled UTP) to be able to visualize and
guantify the self-cleavage activity during the transcription. The reaction of 50 pl contained
the DNA produced by PCR, 2 mM rNTPS (2 mM each of rATP, rGTP, rCTP) and 0.8 mM
UTP, 1X transcription buffer (80 mM HEPES-KOH pH 7.5, 24 mM MgCI2, 40 mM DTT, 2
mM spermidine), 1 U/ul of inorganic pyrophosphatase (Sigma Aldrich, USA), 1 U/ul RNase
inhibitor (Thermofisher), 1 U/pl T7 RNA polymerase (produced by a lab at University of
Sherbrooke) and milliQ water for 2 hours at 37°C. Then 1 U/ul of DNase | (RNase free)
(NEB) was added to each reaction and they were incubated for 30 min at 37°C. For the
gImS ribozymes, for each ribozyme we had two reactions with or without 1 mM of GICN6P.
The RNAs are then precipitated and a sample is taken and run on a denaturing
polyacrylamide gel to visualize the cleavage reaction and measure the cleavage rate of
the ribozymes during transcription.
For the trans acting ribozymes (divided into two parts: the ribozyme and the substrate)
and the gImS ribozymes used for the in-line probing, transcription was made in absence
of radioactivity. RNAs were extracted by phenol/chloroform extraction followed by ethanol
precipitation. The RNAs were later separated on 10% denaturating polyacrylamide gel,
the corresponding bands were cut and RNAs were eluted overnight at 4°C.

e RNAY5 labelling
After elution, the RNAs were precipitated by ethanol and the substrates were
dephosphorylated using 1U antarctic phosphatase (NEB) in presence of 1X buffer (50 mM
bis tris propane-HCI, pH 6, 1 mM MgCl;, 0.1 mM ZnCl,) during 20 min at 37°C. The
enzyme was inactivated by heating at 65°C during 5 min. The RNA labelling was done
using 1U of T4 polynucleotide kinase at 37°C during 1h in presence of gamma-3?P-
labelled-ATP and 1X of the enzyme buffer (70 mM tris-HCI pH 7.6, 10 mM MgCl,, 5mM
DTT). The labelled substrates were purified on a 10% denaturating polyacrylamide gel
and precipitated with ethanol.
For the glmS ribozymes the same conditions were used except for the buffer where the
tris-HCI was replaced by the HEPES solution in order to inhibit the self-cleavage of the

ribozyme in presence of the tris.
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e Self-cleavage analysis
An aliquot of 1 pl of each ribozyme transcription was taken and diluted in 9 pl of milliQ
water. To each aliquot an equal volume of the 2X dye formamide buffer (95% formamide,
10 mM EDTA, 0.025% bromophenol blue and 0.025% xylene cyanol blue) was added.
The full length and the cleaved ribozymes were separated by electrophoresis on a 10%
polyacrylamide gel in 1X TBE buffer (89 mM Tris, 89 mM boric acid, 0.02M EDTA). The
gel was exposed to a storage phosphor screen for (30 min to 1 hour) and scanned with a
Typhoon FLA9500 (GE Health Care) and quantified with ImageQuant.

e Kinetics measurements
Hammerhead ribozymes: Each trans acting ribozyme (5 pmol/ul) was pre-incubated in
presence of the cleavage buffer (50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl and 25 mM KCI) at

85° for 1 min then snap cooled on ice. Trace amounts of radiolabelled substrate and 4

pmol/ul of non-radiolabelled substrate (to ensure similar concentrations for all ribozymes)
were added to the reaction that was initiated by adding 1 mM MgCl, and incubated at 37°.
The timer starts at the moment the MgCl,, then the reaction is followed during 64 minutes.
Aliquots of the reaction were taken at different times (20s, 40s, 1’, 2’, 4’, 8', 16’, 32’ and
64’) and the reaction is stopped by putting the aliquot in the stop dye (2X formamide
buffer). The RNA were fractioned on a 10% denaturating PAGE and the results visualized
and quantified as described. The cleavage rates (kobs) Were calculated for each ribozyme
using GraphPad by using the equation of ‘one phase decay’.

Glms ribozymes: The kinetic measurements for the glmS ribozymes were done using the

cis acting versions of the ribozymes. The denaturation-renaturation of these ribozymes
was tried in two ways. The ribozymes were denaturated by incubating them at 85°C for 1
min then either directly put on ice. In the second assay after denaturation the RNA were
left to cool at room temperature and this gave a better result for the ribozymes cleavage
rate.

To start the reactions, 1 mM of GIcN6P was added and reactions were incubated at 37°C
for one day. For these ribozymes, in addition to time points mentioned above for the
hammerhead ribozymes, aliquots were also taken after 2 hours, 4 hours and 24 hours.

e In-line probing of gimS ribozymes

The radiolabeled ribozymes were incubated for 16 hours at 37°C in the in-line probing
buffer (2x)(100 mM Tris—HCI, pH 8.3, 200 mM KCI and 40 mM MgCl,) and in absence of
GIcN6P. The stop dye was added to stop the reaction. Two controls were used to identify

the positions of the nucleotides on the gel :
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The T1 reaction :RNA is incubated in presence of 0.25 M sodium citrate, pH 5.0, and
formamide for 2 min at 56°C. Then 1.5 pl of diluted RNase T1 (1/100) is added and the
reaction is incubated at 56°C during 5 min.

OH reaction :RNA was put in presence of 2 pl of Na2CO3 buffer (10x) (0.5 M Na2CO3,
pH 9.0, and 10 mM EDTA).

After the two controls were prepared, RNA fractions were separated on an 8%
denaturating polyacrylamide gel.

o RFP repression

The ribozyme overlapping the RFP sequence (Rz YL1) and its inactive version (Rz YL1m)
were cloned in pUC57 with the inducible Lac promoter, upstream of the rest of the RFP
sequence (ordered from Biomatic). The plasmids were transformed in E. coli BL21DES3.
The plasmid pSEVA3b67Rb (ordered from Addgene in E. coli DH10B), including a version
of RFP without ribozymes was used as positive control to ensure proper fluorescence
detection. As a negative control, we used E. coli BL21DE3 without any plasmid, and

therefore lacking RFP, to evaluate background fluorescence.

The bacteria were pre-cultured in Lysogeny Broth (LB) overnight with ampicillin (100
pg/ml) for pUC57 and chloramphenicol (6 pg/ml) for pPSEVA3b67Rb. Then each culture
was diluted in M9 minimal mineral media to an ODeoo 0f 0.2. When the ODegoo Was around
0.5-0.6, expression was induced using 1 mM IPTG. After 3 hours induction the
fluorescence intensity was measured using a Typhoon FLA9500 and was normalized with
the ODeoo.
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5.9.

Supplementary Information

Table 5.2 Sequences of trans-acting ribozymes, their substrates and corresponding

oligonucleotides

Ribozymes

Oligo Sequences

RNA sequences

Rz WT
Mouse

TTTGGGTAGTTTCGCCGGCTCTCACCGTTGCTCATC
AGGGGATTTATTCGGTACCCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggGGUACCGAAUAAAUCCCCUGAUGAGC
AACGGUGAGAGCCGGCGAAACUACCCAA
A

Sb WT
Mouse

TTATGGTACTATCCCGACTACCCTTGCCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggCAAGGGUAGUCGGGAUAGUACCAUAA

HHRz1

GAATATAACTTTCGCCTACGGTGTAACTGGCTCATC
AGGACCCTTTTCGCTACGACCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggUCGUAGCGAAAAGGGUCCUGAUGAGC
CAGUUACACCGUAGGCGAAAGUUAUAUU
Cc

HHSb1

AGTATATATTGGGTCGAGTTATAATGCCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggCAUUAUAACUCGACCCAAUAUAUACU

HHRz2

GTTCTACAGTTTCGCTTTTATTCAGAGTTGCTCATC
AGGGCGGAAGGGCTCCGTTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAACGGAGCCCUUCCGCCCUGAUGAGC
AACUCUGAAUAAAAGCGAAACUGUAGAA
Cc

HHSb2

GTATAGAAAACCGCCGACCGTAGGTACCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggUACCUACGGUCGGCGGUUUUCUAUAC

HHRz3

TATGCTTGCTTTCGGTTTTTTTCTAGCTTCCTCATC
AGGCCGCTTTTTGCTAGTTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAACUAGCAAAAAGCGGCCUGAUGAGG
AAGCUAGAAAAAAACCGAAAGCAAGCAU
A

HHSb3

GTGTTTTTTTGCGGCGAGCAAGCGTACCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggUACGCUUGCUCGCCGCAAAAAAACAC

HHRz5

TTCACGAAGTTTCGCTTTTTTTGTCCCTCGCTCATC
AGGGCCCTTTTTGGGACTTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAAGUCCCAAAAAGGGCCCUGAUGAGC
GAGGGACAAAAAAAGCGAAACUUCGUGA
A

HHSb5

TTTTTTTCTCGGGCCGACTTCGCTCTCCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggAGAGCGAAGUCGGCCCGAGAAAAAAA

HHRz7

TGAACCAGGTTTCGTTTTTTTCGCGGGTCACTCATC
AGGCCCCTCTCTCCCGCTTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAAGCGGGAGAGAGGGGCCUGAUGAGU
GACCCGCGAAAAAAACGAAACCUGGUUC
A

HHSb7

CACTTCTCCTGGGGCGACCTGGCAGCCCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggGCUGCCAGGUCGCCCCAGGAGAAGUG

HHRz8

CATGGGCCCTTTCGCTTTTTTTCCACCTCGCTCATC
AGGGCACTTTTTGGTGGTTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAACCACCAAAAAGUGCCCUGAUGAGC
GAGGUGGAAAAAAAGCGAAAGGGCCCAU
G

HHSbh8

CTTTTTTTTTGTGCCGAGGACCCGTTCCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggAACGGGUCCUCGGCACAAAAAAAAAG

HHRz9

TCTAGTGCCTTTCGTTTTTTTCCGGACTCACTCATC
AGGCCGCTTCTTGTCCGCTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAGCGGACAAGAAGCGGCCUGAUGAGU
GAGUCCGGAAAAAAACGAAAGGCACUAG
A

HHSb9

CGTTTTATTTGCGGCGAGGCACTCTACCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggUAGAGUGCCUCGCCGCAAAUAAAACG

HHRz10

GTTCGGACCTTTCGCTTTTTTCCCAGGTCGCTCATC
AGGGCCCTTTTTCCTGGTTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAACCAGGAAAAAGGGCCCUGAUGAGC
GACCUGGGAAAAAAGCGAAAGGUCCGAA
o

HHSb10

CGTTTTTTTTGGGCCGAGGTCCGCTCCCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggGAGCGGACCUCGGCCCAAAAAAAACG
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HHRz11

TCAATCCCGTTTCGCTTTTTTTGAGACTCGCTCATC
AGGGCCTTTTTTGTCTCTCCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggGAGAGACAAAAAAGGCCCUGAUGAGC
GAGUCUCAAAAAAAGCGAAACGGGAUUG
A

HHSb11

TCTTTCCTCCAGGCCGACGGGACATACCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggUAUGUCCCGUCGGCCUGGAGGAAAGA

HHRz12

GTCATGGAGTTTCGCGTTTTTTGGTCCGTGCTCATC
AGGGCCCTTTTTGGACCTTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAAGGUCCAAAAAGGGCCCUGAUGAGC
ACGGACCAAAAAACGCGAAACUCCAUGA
Cc

HHSb12

GGTTTTTTGTGGGCCGACTCCACTCTCCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggAGAGUGGAGUCGGCCCACAAAAAACC

HHRz13

CTCGTGCTGTTTCGCTTTTTTTGAGGGTCGCTCATC
AGGAACCTTTTTCCCTCTTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAAGAGGGAAAAAGGUUCCUGAUGAGC
GACCCUCAAAAAAAGCGAAACAGCACGA
G

HHSb13

TTCTTTTTTTGGTTCGACAGCACTTTCCTATAGTGA
GTCGTATTA

ggAAAGUGCUGUCGAACCAAAAAAAGAA

HHRz13
mut

CTCGTGCTGTTTCGCTTTTTTTGGGGTTCGCTCATC
AGGAACCTTTTTCTCTTTTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAAAAGAGAAAAAGGUUCCUGAUGAGC
GAACCCCAAAAAAAGCGAAACAGCACGA
G

HHRz13
mut com

CTCGTGCTGTTTCGCTTTTTTTAGGATTCGCTCATC
AGGAACCTTTTTATCCTTTCCTATAGTGAGTCGTAT
TA

ggAAAGGAUAAAAAGGUUCCUGAUGAGC
GAAUCCUAAAAAAAGCGAAACAGCACGA
G

RzWT YL

GCCCCCACTGTTGATGTTTCGACGCTAGTCATGGGT
TTGTTCTCATCAGGGCAGCCAGTCCCCCCCTATAGT
GAGTCGTATTA

ggGGGGGACUGGCUGCCCUGAUGAGAAC
AAACCCAUGACUAGCGUCGAAACAUCAA
CAGUGGGGGC

Sb WT YL

TTATGACTAGTGGCTGCCGACACCAACACCTATAGT
GAGTCGTATTA

ggUGUUGGUGUCGGCAGCCACUAGUCAU
AA

Rz YL1

ATGCTCCGTTTCTCCTTCATCAAATCTCTTTGGATC
ATCAGGGAAGACGACACTATCCTATAGTGAGTCGTA
TTA

ggAUAGUGUCGUCUUCCCUGAUGAUCCA
AAGAGAUUUGAUGAAGGAGAAACGGAGC
AU

Sb YL1

TCTTTGATAACGTCTTCCGACGAAGCCCCTATAGTG
AGTCGTATTA

ggGGCUUCGUCGGAAGACGUUAUCAAAG
A

RzYL2

ATGCCTCGTTTCTCCTTCATCAAATTTTTTTGGATC
ATCAGGGAAGACGGGTATATCCTATAGTGAGTCGTA
TTA

ggAUAUACCCGUCUUCCCUGAUGAUCCA
AAAAAAUUUGAUGAAGGAGAAACGAGGC
AU

SbYL2

TCTTTGATAACGTCTTCCGACGAAGCCCCTATAGTG
AGTCGTATTA

ggGGCUUCGUCGGAAGACGUUAUCAAAG
a

For the hammerhead ribozyme designs HHRz_1 to HHRz_14, trans-acting ribozyme

assays were performed by opening the middle of the loop of stem lll. Related information

is also available in Table 5.2. Note that two “G” bases are added in 5 (to allow efficient

transcription), this is also true for the substrate of the trans-acting version.
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Figure 5.5 Secondary structures of ribozymes

Stems are indicated as per the convention, in addition to the pseudoknot that contributes to bringing
stems | and Il closer. Beige nucleotides are single stranded, while yellow and blue are double stranded
by design. Arrows indicate the cleavage site.

(figure continues on the following pages, a trans-acting HHRz example is presented in 2 pages).
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(continued) Figure 5.5. Secondary structures of ribozyme designs. Stems are indicated as per the
convention, in addition to the pseudoknot that contributes to bringing stems | and Il closer. Beige
nucleotides are single stranded, while yellow and blue are double stranded by design. Arrows indicate
the cleavage site.

(figure continues on the following pages, a trans-acting HHRz example is presented next page).
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(continued) Figure 5.5. Secondary structures of ribozyme designs. Stems are indicated as per the
convention, in addition to the pseudoknot that contributes to bringing stems | and Il closer. Beige
nucleotides are single stranded, while yellow and blue are double stranded by design. Arrows indicate
the cleavage site. For the design template, open circles correspond to positions free to vary while
letters correspond to nucleotide constraints. The last structure (bottom right) provides an example of
the trans-acting configuration, where the substrate portion of the RNA is colored in red.

(figure continues on the following pages).
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(continued) Figure 5.5. Secondary structures of ribozyme designs. Stems are indicated as per the
convention, in addition to the pseudoknot that contributes to bringing stems | and |l closer. Beige
nucleotides are single stranded, while yellow and blue are double stranded by design. Arrows indicate
the cleavage site. For the design template, open circles correspond to positions free to vary while

letters correspond to nucleotide constraints. For the mutant, mutated positions are circled in red.

(figure continues on the following page).
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(continued) Figure 5.5. Secondary structures of ribozyme designs. Stems are indicated as per the
convention shown on the top left. Beige nucleotides are single stranded, while yellow and blue are
double stranded by design. Arrows indicate the cleavage site. For the design template, open circles

correspond to positions free to vary while letters correspond to nucleotide constraints. For the mutant,
mutated positions are circled in red.
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Figure 5.6 Ribozymes activity

Cleavage over time is plotted for all ribozymes assayed. Note that this is for the trans-acting versions
(except for gimS). It can be noted that the WT (from the HHRz found in the mouse gut metagenome)
has a much lower % cleavage, with an apparent plateau around 30%. It is nevertheless the HHRz with
the best cleavage rate (3 min). The Rz13 presenting the best Kobs compared to all the other ribozymes
shows a higher cleavage % than the WT with a plateau at almost 60%.
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Table 5.3 Oligonucleotide sequence for cis-acting ribozymes

Name Sequence
T7 TAATACGACTCACTATAGG
WT TTATGGTACTATCCCGACTACCCTTGTTTGGGTAGTTTCGCCGGCTCTCA

CCGTTGCTCATCAGGGGATTTATTCGGTACCCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 1 AGTATATATTGGGTCGAGTTATAATGGAATATAACTTTCGCCTACGGTGT

AACTGGCTCATCAGGACCCTTTTCGCTACGACCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 2 GTATAGAAAACCGCCGACCGTAGGTAGTTCTACAGTTTCGCTTTTATTCA

GAGTTGCTCATCAGGGCGGAAGGGCTCCGTTCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 3 GTGTTTTTTTGCGGCGAGCAAGCGTATATGCTTGCTTTCGGTTTTTTTCT

AGCTTCCTCATCAGGCCGCTTTTTGCTAGTTCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 4 TTTTTTTTTTGGGTCGACCCATCTTAATCGACGGGTTTCGCTTTTTTTGT

CGCTTGCTCATCAGGACCCTTTTTGCGACGGCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 5 TTTTTTTCTCGGGCCGACTTCGCTCTTTCACGAAGTTTCGCTTTTTTTGT

CCCTCGCTCATCAGGGCCCTTTTTGGGACTTCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 6 AATAGGTAGAGGTCCGACCGAGAAAAAGATCTCGGTTTCGCTCGTTTTCG

GCCTAGCTCATCAGGGACCGGGGGGGCCGTCCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 7 CACTTCTCCTGGGGCGACCTGGCAGCTGAACCAGGTTTCGTTTTTTTCGC

GGGTCACTCATCAGGCCCCTCTCTCCCGCTTCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 8 CTTTTTTTTTGTGCCGAGGACCCGTTCATGGGCCCTTTCGCTTTTTTTCC

ACCTCGCTCATCAGGGCACTTTTTGGTGGTTCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 9 CGTTTTATTTGCGGCGAGGCACTCTATCTAGTGCCTTTCGTTTTTTTCCG

GACTCACTCATCAGGCCGCTTCTTGTCCGCTCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 10 CGTTTTTTTTGGGCCGAGGTCCGCTCGTTCGGACCTTTCGCTTTTTTCCC

AGGTCGCTCATCAGGGCCCTTTTTCCTGGTTCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 11 TCTTTCCTCCAGGCCGACGGGACATATCAATCCCGTTTCGCTTTTTTTGA

GACTCGCTCATCAGGGCCTTTTTTGTCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 12 GGTTTTTTGTGGGCCGACTCCACTCTGTCATGGAGTTTCGCGTTTTTTGG

TCCGTGCTCATCAGGGCCCTTTTTGGACCTTCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 13 TTCTTTTTTTGGTTCGACAGCACTTTCTCGTGCTGTTTCGCTTTTTTTGA

GGGTCGCTCATCAGGAACCTTTTTCCCTCTTCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz 14 GGTGTTGTTTGGGTCGACCGGCCTTATCTGACCGGTTTCGCGTTTTTTTA

GCCGTGCTCATCAGGACCCTTTTTGGCCATTCCTATAGTGAGTCGTATTA

HHRz mut GTGTTTTTTTGCGGCGAGCAAGCGTATATGCTTGCGGTCGGTTTTTTTCT

AGCTTCCTCATCCCTCCGCTTTTTGCTAGTTCCTATAGTGAGTCGTATTA

WT YL TAATACGACTCACTATAGGGGGGGACTGGCTGCCCTGATGAGAACAAACCCAT
GACTAGCGTCGAAACATCAACAGTGGGGGCTGTTGGTGTCGGCAGCCACTAGT
CATAA

R WT YL TTATGACTAGTGGCTGCCGACAC

Mut YL TAATACGACTCACTATAGGGGGGGACTGGCTGCCCCAGTGAGAACAAACCCAT
GACTAGCGTCGAAACATCAACAGTGGGGGCTGTTGGTGTCGGCAGCCACTAGT
CATAA

HHRz05 ACCCGAGCTCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTATATACCCGTCTT

CCCTGATGATCCAAAAAAATTTGATGAAGGAGAAACGAGGCATGGCTTCGTCG
GAAGACGTTATCAAAGACGTTATCAAAGAGTTCATGCGTTTCAAAGTTCGTAT

GGAAGGTTCCGTTAACATGC
HHRz 05 mut TTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTAATATACCCGTCTTCCCTTGCAATCCAA
AAAAATCTGATGAAGGAGAAACGAGGCATGGCTTCGTCGGAAGACGTTATCAA
AGA
F HHRzO05 TAATACGACTCACTATAGGATATACCCGTCTTCCCTGATG
R HHRzO05 GCATGTTAACGGAACCTTCCATACGAACTTTGAAACGC
F HHRzO05 mut TAATACGACTCACTATAGGATATACCCGTCTTCCCTTGC
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F HHRzO0O0 TAATACGACTCACTATAGGATAGTGTCGTCTTCCCTGATGA
R HHRzO0O0 TCTTTGATAACGTCTTCCGAC
F HHRz Mut TAATACGACTCACTATAGGATAGTGTCGTCTTCCCGGATAAT
GlmS WT AGCGCCTGGACTTAAAGCCATTGCACTCCGGCTTTAAGTTGACGAG
GGCAGGGTTTATCGAGACATCGGCGGGTGCCCTGCGGTCTTCCTGC
GACCGTTAGAGGACTGTGAAAACCACAGGCGACTGTGGCATAGAGC
AGTCCGGGCAGGAA
F G1lmS WT TAATACGACTCACTATAGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAG
CGCCTGGACTTAAAGCCA
R G1lmS WT TTCCTGCCCGGCTGCTCTATGC
F GlmS TAATACGACTCACTATAGGGCCTGGACTTAAAGCCATTGCACTCCGG
cleaved
F GlmS TAATACGACTCACTATAGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANAC
mut CTGGACTTAAAGCCA
Glms 1 TGTGCGGTGGCAACCGTGTATTAGGCGTTTTCACGCCTATTTGAGG
TCGCCTTTTGGGGCCCGCACTGCCCCCCCAGCTTCCGCCGATTTTT
CGATTTGCTGGGCCCTCGTCCTCCATGTCAGCTTTTTTTTTCTGAC
ATAGAGCTGGCGCTCGCTATAGTGAGTCGTATTA
F GlmS 1 TAATACGACTCACTATAGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAG
CGCCAGCUCUAUGUCA
R G1lmS 1 TGTGCGGTGGCAACCGTGTATTAGG
F G1lmS 6 TAATACGACTCACTATAGGGAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAGCGCCAGGTCGCG
TCTATAAGGTTAAAAGTAGGCGCGACGACGAGGGCCAGCCAAATCGAGACATCG
GCGGGAGGCTGG
R G1lmS 6 GAGTGCGTCGGTGGCTTTTATGCAGGAGTTTCCCCCTGTTTTGCACCACCTCTC
TGGACCCACACCCGGCCCCCAGCCTCCCGCCGATGTCTCGATTTGGCTGGCCCT
CGTCGTCGCGCC

e Supplementary details on sequence design by Enzymer

The design goal of the algorithm is to interactively evolve the initial template by lowering
the predicted normalized ensemble defect of the candidate sequence at each iteration.
The algorithm was set to stop after 600 iterations or when the predicted normalized
ensemble defect reaches 0.01. In the final sequence, the initial catalytic core remained
unchanged. When we run Enzymer, when the run is finished, it returns a single final
sequence. The sequences generated internally are of no value and Enzymer does not

keep track of them.

Sequences were generated at different temperatures of 17, 27, 37, 47 and 57 (according
to Dirks model). For each temperature about 10 sequences were generated, which were

sorted from each temperature group based on their ensemble defect and then from each
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group two or more were picked for experiments (as described in main text), but the
ensemble defects were all very close. For the YL and gimS they were all designed at 37.
The final ensemble defects were very close.

Table 5.4. Details for kobs determination

Detailed results of rate determination are provided in an excel sheet

Table 5.5. GImS1 and glmS2 alignment with natural gimS ribozyme sequences

Detailed results of gImS1 and glmS2 alignments with natural glmS ribozymes are
provided in an excel sheet.
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Figure 5.7 Discrepancies between the consensus from (McCown et al. 2011) and our model

Based on the structure and consensus from (Klein et al. 2006). The structure of glmS2 is shown as in
Figure 3 with the red nucleotides representing all the identities resulting from constraints from the
model shown in A (used to generate glmS2). All the constrained positions for which the level of
conservation is lower than 97% as the consensus (see color coding) of McCown et al. are shown.
Positions with blue boxes high-light all the positions for which a discrepancy is observed for the base
identity. Blue boxes with thicker lines highlight more notable discrepancies, notably: the U within the
tetraloop of the single bp between P2.1 and P2.2 (which is nevertheless an A in the sequence used to
determine the structure in Klein et al. 2006, as well as the top base pair of P2, which is absent in the
consensus from McCown et al. 2011. In the latter case, the somewhat conserved G seems to be part
of the junction between P2.2 and P2 instead of forming a base pair. It can also be noted in the structure
determined from the cristal that this bp is not aligned as well as some other bp. Forming a more stable
G-C bp might thus be detrimental, compared to a G-U bp, potentially only transient and captured within
the snapshot of the structure determined from the cristal.
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Figure 5.8 Cleavage extent of cis and trans acting ribozymes

(A) Cleavage activity during transcription, of all selected mouse gut-hammerhead ribozymes including
Rzs 4, 6 and 14 that were eliminated from the kinetic tests because of the transcription failure of the
trans versions. (B) Cleavage extent of all the tested ribozymes resulting from the last aliquot taken at
64 minutes during kinetics following. The used ribozymes were all trans-acting.
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6. Article 3: A Web Service for Automated Design of Multiple
Types of Ribozymes Targeting RNA: from Minimal
Hammerhead to Aptazyme

6.1. Mise en contexte

Apres avoir montré gue nous avons un outil solide pour la génération des ribozymes actifs
en cis et qu’on peut les impliquer dans le contrdle de I'expression génique, ou les modifier
pour les inclure dans notre circuit logique, dans le sixieme chapitre nous nous sommes
concentrés sur les ribozymes actifs en trans. Dans le méme contexte de contrble de
I'expression génique, les ribozymes agissant en trans présentent une meilleure alternative
dans le cas de contrble de I'expression génique car ils peuvent étre utilisés contre

pratiguement n'importe qu’elle séquence d’ARN.

L’un des objectifs du projet était de déterminer que les ribozymes peuvent étre appliqués
dans un but thérapeutique par la réduction du taux d’expression d’'une cible impliquée
dans un type de cancer. Pour se faire, plusieurs conditions et paramétres doivent étre pris
en considération car les ribozymes sont destinés a étre utilisés dans des cellules ou un
organisme vivant. Pour cela nous présentons dans ce chapitre un nouveau service web
‘Ribosoft 2.0’ développé pour la conception des ribozymes allostériques et
conventionnels, tous actifs en trans. Notre travail visait la génération des matrices des
modeéles de ribozymes utilisées par Ribosoft 2.0 ainsi qu’a toute validation expérimentale
de [lactivité de ribozymes générés permettant l'optimisation des parameétres de

conceptions et de la qualité des résultats donnés.

Les résultats générés nous ont permis de choisir les meilleurs candidats de ribozymes a
utiliser contre les ARNm cibles de notre projet qui sont TARNm de la Gal-7 et celui de la
Bcl-2 (résultats additionnels présentés en annexe 1). Ces ribozymes joueront le réle des

effecteurs de notre circuit logique (Figure 6.1).
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Matrice des Ribozymes concus par Ribosoft 2.0
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Figure 6.1 Conception de ribozymes actifs en trans par Ribosoft2.0

Ribosoft2.0 permet la conception de différents types de ribozymes actifs en trans. La matrice utilisée
est la structure secondaire du brin enzyme du ribozyme. La séquence a concevoir est celle de deux
tiges simple brin qui s’hybrident par complémentarité de séquence sur TARNm cible. Les ribozymes
issus de Ribosoft 2.0 sont testés pour leurs activités et les meilleurs sont sélectionnés pour jouer le
role d’effecteur dans le circuit logique. Ces ribozymes seront capables d’inhiber I’expression des
protéines oncogénes afin de causer la mort ou la diminution de la croissance des cellules
cancéreuses.
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A Web Service for Automated Design of Multiple Types of Ribozymes
Targeting RNA: from Minimal Hammerhead to Aptazyme

Un service web pour la conception automatisée de multiples types de
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6.1. Contributions des auteurs

Sabrine Najeh : En collaboration avec Jonathan Perreault, a fourni les matrices (structures
secondaires de ribozymes et substrats) utilisées par Ribosoft2.0. La planification du travail
expérimental présenté dans l'article (avec plus de données non présentées aussi) ainsi
gue sa réalisation ont été fait par moi. L'analyse et linterprétation des résultats, la
préparation des figures et la rédaction de tout l'article sauf la partie de méthodologie
décrivant l'algorithme de Ribosoft2.0, ont été faites par moi. J'ai participé au
développement et a I'optimisation de Ribosoft2.0 avec mes commentaires ainsi que avec

mes résultats et analyses comme utilisatrice du service web pour le rendre plus convivial.

Jonathan Perreault : Supervision et assistance de Sabrine Najeh avec beaucoup
d’'implication dans le développement du service web en agissant comme collaborateur de

I'équipe du Pr.Nawwaf Kharma ou il a participé dans I'optimisation du service web.

Nawwaf Kharma : Superviseur du groupe d’étudiants qui ont développé le service web et

rédaction de la partie de méthodologie concernant Ribosoft 2.0.

Thomas Vaudry-Read, Anita Haurie, Christopher Paslawski, Daniel Adams, Steve
Ferreira : L’équipe qui a développé Ribosoft2.0 dans le cadre de leur projet de fin d’étude.
Thomas Vaudry-Read est la personne qui restait en contact apres la fin de ses études et
qui faisait les optimisations et les ajouts demandés avec Ankit Rajan aprés chaque

révision ou les essais d’améliorations du service web.
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6.2. Abstract

Ribosoft 2.0 is the second version of a web service to design different types of trans-acting
conventional and allosteric ribozymes. The web service is publicly available at
https://ribosoft2.fungalgenomics.ca/. Ribosoft 2.0 uses template secondary structures that
can be submitted by users to design ribozymes in accordance with parameters provided
by the user. The generated designs specifically target a transcript (or, generally, an RNA
sequence) given by the user. Herein, sixty ribozymes of different types were tested on two
different mRNAs, with a majority shown to be active. We have also generated and tested

the activity of the first trans-acting aptazyme designed in silico.

Keywords: RNA, ribozyme, allosteric ribozyme, pistol ribozyme, pseudoknot, trans-acting

ribozyme, automated design, synthetic biology.
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Résumé

Ribosoft 2.0 est la deuxieme version d'un service Web permettant de concevoir différents
types de ribozymes conventionnels et allostériques actifs trans. Le service Web est
accessible a https://ribosoft2.fungalgenomics.ca/. Ribosoft 2.0 utilise des modéles de

structures secondaires qui peuvent étre soumis par les utilisateurs pour concevoir des
ribozymes conformément aux parametres fournis par l'utilisateur. Les conceptions
générées ciblent spécifiquement un transcrit (ou, généralement, une séquence d'ARN)
donné par I'utilisateur. Ici, soixante ribozymes de différents types ont été testés sur deux
ARNmMm différents, dont une majorité s'est avérée active. Nous avons également généré et

prouveé l'activité des premiers aptazymes actifs en trans congu in silico.
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6.3. Introduction

Ribozymes are non-coding RNA with catalytic activities. Ribozymes were discovered in
1981 in a study demonstrating that the effector of the splicing mechanism was an RNA
molecule rather than a protein, and those RNAs were designated group | introns (Cech et
al., 1981; Kruger et al., 1982). This event led to the discovery of many other ribozymes,
including a group of short RNAs sharing a common ‘transesterification’ reaction. This type
of reaction occurs at a specific site, causing the self-cleavage of the RNA through a
nucleophilic attack, generating an RNA molecule with a 2°-3" cyclic phosphate and a 5
hydroxyl group. RNAs belonging to this group are called ‘small self-cleaving RNAs’, and
they are classified into different families based on the secondary and tertiary structure that
they adopt, in order to affect the cleavage reaction (Ferre-D'Amare & Scott, 2010). The
hammerhead ribozyme (HHRz) was the first small self-cleaving ribozyme to be discovered
and is the one most studied. HHRz was first discovered in plant-infecting viroids, before
subsequently being discovered in all domains of life, including prokaryotes and
eukaryotes, ranging from single-cell organisms to mammals including humans (Hammann
et al., 2012). Since the discovery of HHRz, many different families of short self-cleaving
RNAs have been identified, including hepatitis delta virus (Nakano et al., 2003), GImS
(Winkler et al., 2004), hairpin (Hampel, 1998), Varkud satellite (Saville & Collins, 1990),
twister (Roth et al., 2014b), twister sister, hatchet and pistol (Weinberg et al., 2015b)
ribozymes. Some of these ribozymes are involved in viral and viroid replication cycle (Bai
et al., 2002; Mishra et al., 2016), while the natural function of others remains less-well
defined. Ribozymes were also used for gene expression control purposes by their
inclusion into MRNA sequences, downstream or upstream of coding sequences (13). They
have also been used as independent trans-cleaving RNA molecules that target mRNAs
anywhere, including in their coding sequences (Prommana et al., 2013; Scanlon et al.,
1991).

Self-cleaving ribozymes possess many potential advantages for RNA targeting tool
development and gene expression control. In general, this advantage is due to their small
size and activity which is often independent of protein helpers, making them easier to test
in vitro. Besides their ability to self-cleave (cis-cleavage), many ribozymes can be
conceptually divided into two parts: a ribozyme strand and a substrate strand, with no loss

in activity. The binding site of the ribozyme strand can be easily modified to recognize and
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hence, cleave other RNA targets, at specific sites (trans-cleavage) (Haseloff & Gerlach,
1988).

The majority of small self-cleaving RNAs do not need cofactors for their activity and they
are active by themselves. This latter characteristic can be a limiting factor, when such
ribozymes are used in environments where their activity must be controlled. To respond
to this need, allosteric ribozymes were developed (Tang & Breaker, 1997). One method
used to develop ribozymes with allosteric (modulator-dependent) activity is to link the
ribozyme sequence to an aptamer, which is known to bind efficiently and specifically to a
desired target (Gu et al., 2012; Nomura et al., 2012a; Stifel et al., 2019b). In this context,
an aptamer will interfere and disturb ribozyme folding to disrupt its activity. Binding of the
cofactor to the aptamer sequence will alleviate this interference and subsequently rescue
ribozyme activity. The combination of a ribozyme and an aptamer is often called
‘aptazyme’. Generally speaking, aptazyme activity depends on the presence or absence
of the cognate molecule of the aptamer, where the structure of the aptamer bound to its
ligand can either disrupt or stabilize the active structure of the ribozyme module.
Aptazymes were used in different applications, such as the control of gene expression
and viral vector replication (Ketzer et al., 2012; Ogawa & Maeda, 2008; Rehm et al., 2015;
Stifel et al., 2019b; Win & Smolke, 2007hb)

HHRz has a conserved structure of three stem-loops with a catalytic core of 17 nucleotides
specific to the cleavage site GUH (Figure 6.2). To generate a trans-acting version of a
HHRZ, stem Il and the catalytic core must be conserved, stem | and Ill are modified to be
perfectly complementary to the target substrate (Carbonell et al., 2011). Nevertheless,
making a new design cannot be achieved by simply changing the ribozyme sequence;
other parameters should be taken into consideration. The ability of a modified sequence
to fold into the hammerhead ribozyme’s active structure is an essential condition of
catalytic activity. Also, the lengths of stems | and Il must offer sufficient target specificity,
while simultaneously allowing for some ribozyme turnover. Making stems | and Il too long
will inhibit turnover and excessively short stems raises the risk of reduced activity and
increased off-targets effects. Hence, even if manual designs can often be functional, they
are much less likely to be optimal. The manual process is also time-consuming and offers
limited design choices. A bioinformatics tool taking into account all the important

parameters to automatically generate designs would greatly improve this process, reduce
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human effort (and error), as well as open the door to many ribozyme and aptazyme

applications.

=
=
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Figure 6.2 Hammerhead ribozyme structure.

Three stem loops surround the conserved catalytic core (red nucleotides). The cleavage site is GUH
and the cleavage occur between the U and H. The blue sequences are nucleotides that form a tertiary
interaction (a pseudoknot for example) that occurs between stem | and stem II.

In this paper, we present Ribosoft 2.0, an improved version of Ribosoft (Kharma et al.,
2016) for the design of trans-acting ribozymes. The first version allowed the generation of
solely the minimal and the full-length versions of hammerhead ribozyme. This new version
of the web service offers the ability to design different conventional and allosteric
ribozymes, with known secondary structures. As opposed to similar webservers, designs
can be made for almost any known ribozyme. Different types of ribozymes can be
designed from the web service: different types of HHRZ (extended or pseudoknotted
version), pistol, twister, twister sister (Park et al., 2019a; Weinberg et al., 2019b) and
aptazymes controlled by FMN (Soukup & Breaker, 1999a). This program is able to
generate sequences of active ribozymes against any desired target RNA. During the
process of generating new sequences, Ribosoft 2.0 evaluates different parameters. The
ribozymes structure is validated by RNA fold (Lorenz et al., 2011) to make sure the new
sequence folds into the same structure as the template. The accessibility of the cleavage

site is calculated using the target RNA’s secondary structure. Finally, the specificity of the
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ribozyme sequence (off-targets effects) is evaluated by BLASTing the target sequence on
NCBI (Altschul et al., 1990). We used Ribosoft 2.0 to design ribozymes of different types,
to target MRNAs encoding Bcl2 and Galectin7 proteins as example targets. The choice of
these mRNA is due to the implication of Bcl-2 and Gal-7 in many diseases and in the
agressivity of many cancer types as well as the resistance to cell death and therapies. Our
aim is to find efficient ribozymes that can be used to target their mMRNAs, which can be
used to lower their expression in cancer cells in the goal of slowing down the cells growth

or to obtain a better response to chemo- and radiotherapy.

6.4. Materials and methods

e Software Methodology

The backend of the Ribosoft 2.0 web service relates to the correct processing, via
programmed algorithms, of the biological information provided by the end-user or

accessed by the program.

Known as an activity diagram, Figure 6.3 provides an overview of the whole program, with
each vertical section representing a well-defined functionality. The front end, which is best
presented as a Graphical User Interface (or GUI) deals with end-user interaction: input
from the user (Figure 6.4) and ranked design output (Figure 6.5). The core information
processing modules of Ribosoft 2.0 are all part of the back-end and the algorithm library,
each component of these two sections (e.g., generate design or evaluate accessibility)

are described, using natural language and pseudo-code below.
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Figure 6.3 Complete overview of Ribosoft (V2) program activity
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e Back-end and Algorithm Library

A. Design Generation

Every instance (specific design) of a general template representing the used ribozyme is
generated. Hence, the program discards all ribozyme instances that do not hybridize
(strongly enough) to the binding regions around legitimate cleavage-sites on the provided
transcript (of the targeted gene/sequence). The instances that remain are then evaluated
for four different fitness terms: ribozyme structure, annealing temperature, cut-site
accessibility and specificity (to the target transcript and not others within the chosen
organism). Hence, the program stores all evaluated designs with their fithess terms in a
database.

B. Design Objectives evaluation
B1. Evaluate Ribozyme Structure.

Fold ribozyme sequence // this generates multiple foldings
Score = 0
FOR each folding
Calculate distance between folding and ideal folding
Score = Score + distance * probability of folding
END FOR
RETURN Score

B2. Evaluate Annealing Temperature.

Determine Iimits of binding regions

Score = 0

FOR cach binding region
Calculate annealing temperature of binding region
Score = Score + annealing temperature

END FOR

RETURN Score

B3. Evaluate Accessibility.

Fold whole transcript, without constraints

Calculate the minimum free energy of the resulting folding
(MFE)

Determine the limits of the binding regions on the
transcript
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Fold whole transcript with constraints (forcing open all
binding regions)

Calculate the minimum free energy of the constrained
folding (MFE R)

Delta = MFE R - MFE

RETURN Delta

B4. Evaluate Specificity.

Form a search string using the binding regions of the ribozyme
BLAST the search string for chosen organism to:
(1) find the number of affected transcripts
(2) FOR each transcript:
find the percentage of overlap with the search string
Calculate a Score reflecting (1) and (2)
RETURN Score

C. Multi-Objective Optimization & Ranking

Multi-objective optimization is the last step in the design process, receiving input from the
job and outputs a ranked list of candidates for the user. It is important that this step be
quick and accurate, as itis the final step to complete a job. The advised method for ranking

is Pareto Dominance, for its simplicity and generality.

e Generation and selection of ribozymes for experimental assays

Before designing ribozyme sequences, different types of ribozymes were added to
Ribosoft 2.0 and our now available in the dropdown list. This was done by providing
models such as that of the pistol ribozyme (Figure 6.6A) as well as four different
hammerhead ribozymes, including aptazymes (Figure 6.6 and supplementary material).
Afterwards, we used Ribosoft 2.0 as any user should by simply adding our sequence as
shown in Figure 6.6. Parameters for environment properties that we used as input were:
37°C, 100 mM NacCl and 0.05 nM probe, with 0.05 for advanced settings of all parameters
determined by Ribosoft 2.0, this humber relates to a chosen range to consider values

equivalent with regards to the Pareto Dominance.
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Figure 6.6 Trans-acting ribozymes designed by Ribosoft 2.0

(A) Input of new ribozyme models for Ribosoft2.0. Left: Pistol ribozyme structure is

formed of three stems and two loops. In red is the conserved sequence of the catalytic core. Green
and pink nucleotides are the sequences to be modified by Ribosoft depending on the target
sequence. Blue color shows the sequences that form a pseudoknot. Right: Input of Ribosoft 2.0 :
Pistol ribozyme secondary structure divided in a ribozyme strand (with the catalytic core) and a
substrate strand containing the cleavage site. (B) Each strand structure is given to Ribosoft 2.0
as input where '." is a single stranded part, '()' is a base pair and '[ ]' is a pseudoknotted part. To
figure out the complementarity between ribozyme and substrate strands, the sequences letters
and numbers are used in the same order from both sides. (C), (D), (E) and (F) Secondary structure
of the ribozyme strands. Templates used by Ribosoft 2.0 to design new sequences (C) HHRZ YL,
(D) extended HHRZ, (E) FMN-induced aptazyme and (F) FMN-inhibited aptazyme, with both
inactive (FMN-bound, according to (Famulok et al., 2007b), used by Ribosoft to design sequences)
and active structures pictured. For all the ribozymes the catalytic core (red nucleotides) and one
of the stems was conserved (stem Il for all the HHRZ and P1 for the pistol ribozyme). The
nucleotides in pink 'Ns' are the single stranded stems that will be designed by RS 2.0 to be
complementary to the target sequence surrounding the cleavage site of each ribozyme.
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Sixty ribozyme sequences designed by Ribosoft 2.0 were chosen to be assayed. All the
ribozyme sequences were chosen to pair the highest and lowest scores calculated by
Ribosoft 2.0 when designing the new sequences, for the following Ribosoft 2.0
parameters: 1- “temperature”, 2- “accessibility” and 3- “structure”; “specificity” was not
considered as in vitro characterization of ribozymes would not provide any relevant data
in that regard. Theoretically, for the accessibility and the structures, the higher the score
is, the better the ribozyme’s activity is supposed to be. For these ribozymes, 30 were

designed to target Gal-7 mRNA and 30 to target Bcl2 mRNA. (Supplementary Table 6.1).

e Preparation of transcription template

DNA templates used for the ribozyme production were purchased as ssDNA oligos (Alpha
DNA or IDT), double stranded DNA templates were produced by primer extension.
Oligonucleotides were incubated with a PCR mix containing (100 uM dNTP, 1X thermopol
Taq reaction buffer, 1X of Q solution (Qiagen) and 1 uM of each primer). A complete list

of oligonucleotide sequences is available in supplementary Table 6.1).

The expression vector (Pet22b G7h) was used as a template for the amplification of the
Gal-7 gene by PCR. The forward primer used harbors the T7 promoter. dsDNA product,
was purified and used as template for in vitro transcription, using T7 RNA polymerase, to

generate Gal-7 mRNA of 419 nucleotides size.

e Reverse Transcription-PCR

Total RNA was extracted from Jurkat cells (10° cells) using Trizol then treated with DNase
| to eliminate the genomic DNA. Bcl2 cDNA was generated using the one-step RT-PCR
Qiagen Kit containing 1U of Enzymes mix (Omniscript and Sensiscript Reverse
Transcriptases and HOTstart Taqg DNA polymerase, provided one-step RT-PCR buffer
(5x) Q solution (5x), 2 MM dNTP mix and complete to 50 ul with RNase free water. Primers

used were designed to amplify a specific segment of the Bcl2 cDNA.

e Transcription

The ribozymes synthesis was made by in vitro transcription in presence of the PCR
product for each ribozyme. Each PCR product was incubated with 3 mM rNTPS (2 mM
each of rATP, rGTP, rCTP and rUTP), 1X transcription buffer (80 mM HEPES-KOH pH
7.5, 24 mM MgClI2, 40 mM DTT, 2 mM spermidine), 1 U/pl of inorganic pyrophosphatase
Roche), USA, 1 U/ul RNase inhibitor (Thermofisher), 1 U/ul T7 RNA polymerase and Milli-
Q water for 2 hours at 37°C.
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After reaction completion, 1 U/ul of DNase | (RNase free) (NEB) was added to each
reaction followed by 30 min incubation at 37°C for the elimination of the DNA templates.

RNA products were extracted with phenol/chloroform, then precipitated with ethanol
overnight at -20°C. They were, afterwards, fractioned on a 10% denaturing polyacrylamide
gel. The band corresponding to the expected size of each ribozyme was cut and the RNAs
were extracted overnight in the elution buffer (EDTA 0.1 mM, NaCl 0.3 M, SDS 0.001%)
at 4°C. Finally, the RNAs were precipitated by ethanol, dried, resuspended in water and

their concentration measured using a nanodrop spectrophotometer.

To be able to visualize the cleavage activity of the ribozymes, the target RNAs were either
externally (57) radiolabeled, when this was not possible, due to target RNA length and

structure, we used internally radiolabeled RNA targets made by radioactive transcription.

e Radioactive transcription

The radioactive transcription for target RNAs (Gal-7, Bcl2) was done using the same
procedure for the cold transcription except for the use of 0.5 pl alpha-*?P-labeled UTP
(3000 Ci/mmol-10 mCi/ml) (Perkin Elmer) and 0.8 mM UTP (instead of 2 mM). After the
DNase | treatment, the RNAs were precipitated with ethanol and purified using a 6%

denaturing polyacrylamide gel.

e RNAY5 labeling

Unlabeled purified RNA targets were dephosphorylated using 1 U antarctic phosphatase
(NEB) incubated with 1X of provided buffer during 20 min at 37°C and then 5 min at 65°C
to inactivate the enzyme. For labeling, RNA was incubated with 1 U T4 polynucleotide
kinase (NEB) in presence of its buffer (70 mM tris-HCI pH 7.6, 10 mM MgClz, 5 mM DTT)
and y-*2P-ATP. The reaction was incubated for 1 h at 37°C. The 5 -radiolabeled RNA
targets were purified on a 6% denaturing polyacrylamide gel, eluted overnight at 4°C and

then precipitated.
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e End point cleavage assays

Each ribozyme was pre-incubated in the cleavage buffer (50 mM Tris pH 7.5, 100 mM
NaCl and 25 mM KCI) at 85°C for 1 min and then snap-cooled on ice. Afterwards, each
corresponding target was added to the reaction as well as MgCl, (10 mM) to start the
reaction. For the FMN activated and FMN inhibited aptazymes 200 uM of FMN is also
added to the reaction. The incubation lasted one hour at 37°, and was stopped by adding
an equal volume of the 2X stop dye (formamide buffer: 95% formamide, 10 mM EDTA,
0.025% bromophenol blue and 0.025% xylene cyanol blue).

The resulting cleaved RNAs were fractioned on a 6% denaturing polyacrylamide gel. Then
the gel was exposed to a storage phosphor screen overnight. The phosphor screen was
scanned with a Typhoon FLA9500 (GE Health Care) and the cleavage extent was
guantified using ImageQuant.

e Cleavage time course

To be able to determine the cleavage efficiency and rate of each ribozyme, we followed

the cleavage reaction for 64 minutes and aliquots were taken during this time.

The reaction was prepared in the same way for the end-point cleavage assay, but before
the MgClI2 is added to the reaction an aliquot for the TO is taken. Once MgCl. is added in
the reaction, the timer is started and aliquots are taken at 30s, 1’, 2’, 4’, 8, 16’, 32’ and
64’. The reaction of each aliquot is stopped with the addition of the stop dye. The results
were visualized on 6% denaturing polyacrylamide gels exposed overnight to a storage
phosphor screen. The quantification of band intensity was done using ImageQuant and
the cleavage rates (Kobs) were calculated with GraphPad where the analysis was done with

the ‘one phase decay’ equation.

6.5. Results

To evaluate efficiency and reliability of our web service for RNA design, we validated
experimentally the sequences it generates. Ribosoft 2.0 accepts the secondary structure
of different types of ribozymes (conventional and allosteric) as input. From these, we have
chosen to design 60 ribozymes of five different types. These are the HHRZ with a
pseudoknot (from Yarrowia lypolitica genome), extended HHRZ (from the negative strand
of tobacco ringspot virus (STRSV) modified by (Saksmerprome et al., 2004)), pistol, as

well as FMN activated and FMN-inhibited hammerhead ribozymes. To determine the
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efficiency of Ribosoft 2.0 in designing active ribozymes, we targeted these ribozymes
against Gal-7 and Bcl2 mRNAs. We also aimed to figure out if there is a correlation
between the ribozyme activity and the parameters calculated by Ribosoft 2.0 (for ribozyme
structure, accessibility and highest temperature scores). For each parameter, we picked
a ribozyme with the highest score and another with the lowest score, in both cases
targeting Bcl2 and Gal-7 mRNAs (supplementary Table 6.2 (S2)), which encode for an
anti-apoptotic protein (Belka & Budach, 2002; Shamas-Din et al., 2013) and a lectin
(Vladoiu et al., 2014), respectively, both with pro-cancer impact (Dewson & Kluck, 2010;
Yip & Reed, 2008).

6.5.1. Comparison of end-point cleavage of pistol, extended HHRZ
and pseudoknotted HHRZ

For hammerhead and pistol ribozymes, 36 ribozymes were tested. Results show that 15
of 18 ribozymes tested against Gal-7 mRNA were active (Figure 6.7), with cleavage
efficiency ranging from 22 to 93%. In total, close to half of these ribozymes, 7 out of 18,
cleaved their designated targets at over 50% efficiency, and similar results were obtained
with 18 ribozymes against a 719 bases fragment of Bcl2 mRNA or smaller fragments
(examples presented in Figure 6.10). These are relatively good results for ribozymes
acting on long mRNA-like targets (Bertrand et al., 1997; Langlois et al., 2003; Lévesque
et al., 2010; Roy et al., 1999), since less active ribozymes often require more than 1 hour

to result in cleavage efficiencies exceeding 50% (Campbell et al., 1997).
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Figure 6.7 End point cleavage assays of ribozymes against Gal-7.

Gal-7 mRNA labelled with alpha-32P-UTP was incubated with each of the eighteen ribozymes designed
by Ribosoft (Pistol and HHRZ ribozymes). The black triangles correspond to the cleaved fragments of
each target. The percentages in the bottom of the gel show the cleavage extent of each ribozyme. This
cleavage extent is done by calculating the sum of the intensity of the cleaved bands divided by the
total of the intensity of the full length and the cleaved bands. For the lanes where more than three
bands are observed, the ones below expected band size were eliminated because they are the result
of cleavage of a partially degraded RNA. Color code: each color indicates the cleavage of the 5’ portion
generated from cleavage. The active ribozymes are presented in the same color as their cleavage site

6.5.2. Kinetics measurements

The end-point cleavage assays are good indicators of ribozyme activity, but they are not
enough to determine the cleavage rate of a ribozyme. This rate depends on the speed of
the reaction, and significant differences can be observed between ribozymes, when
comparing them for rate vs cleavage extent. In order to assess the rate constant of each

active ribozyme, the kinetics were followed for 64 minutes in the same conditions used for
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the end-point cleavage assays. The kinetics measurements were essentially performed in
order to compare each pair of ribozymes for a given parameter evaluated by Ribosoft 2.0
(e.g. “accessibility”) with the highest and the lowest score. This would in principle allow us
to figure out if there is a correlation between those parameters and the cleavage efficiency
of a ribozyme.

The kinetics were followed as well (all koss are in Table 6.2). The cleavage rates (kobs)
were as high as 1.8 min-1 and most active ribozymes cleaved at > 0.2 min-1. Given these
results, we could see little to no correlation between ribozyme type and ribozyme activity
(Figure 6.8), or with any of the other scores determined by Ribosoft 2.0 because
ribozymes with the highest kows are distributed across different types and different

accessibility/ temperature/structure scores.
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Figure 6.8 Scatter plots showing the kobs of each ribozyme compared to the score of each one of
the parameters given by Ribosoft 2.0

(A)The temperature score relevant for annealing of the ribozyme binding arms to its complementary
target. (B)The accessibility score calculated according to accessibility of the cleavage site depending
on the secondary structure of the target and (C) the structure score calculated according to the
structure formed by the new ribozyme sequence. In all three cases, the units of the X axis are arbitrary
and correspond to their respective scores. (D) Example of a one phase decay curve (from ribozyme
18) used to calculate the kobs Of each ribozyme. The insert shows the corresponding gel of ribozyme
kinetics used to measure the cleavage extent of the target during a time course over 64 minutes.
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6.5.3. FMN Aptazymes

For FMN activated and FMN inhibited aptazymes, twelve ribozymes targeting Gal-7
MmRNA were tested in the presence and absence of 200 uM of FMN. For the FMN-
activated version of the aptazyme, one of the six ribozymes was active under both
conditions (presence and absence of FMN), with cleavage efficiencie57%, while five were
inactive. As for the six FMN-inhibited ribozymes, four of the six ribozymes tested were
active in the absence of FMN (giving cleavage efficiencies of 10, 13, 38 and 58%), while
their activity was completely suppressed when FMN was added to the reaction (Figure
6.9). Although only four ribozymes have shown the desired activity in presence/absence
of FMN, the result still indicates that Ribosoft 2.0 was not only able to design different
trans-acting ribozymes, but for the first time, design inducible trans-acting ribozymes as

well.
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Figure 6.9 End point cleavage tests of activated and inhibited version of trans acting FMN
aptazymes against Gal-7 mRNA in presence and absence of FMN

The activated version of the aptazyme did not show any activity except for aptazyme 19 that is active
in presence and absence of FMN. The inhibited version: four aptazymes (26, 27, 28 and 29) have
shown the desired activity where they were active in absence of FMN and they lost completely their
activity when FMN was present in the reaction solution.
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6.6. Discussion

Ribosoft 2.0 is a web service with a user-friendly interface offering an easy and simple
way to design specific types of ribozymes and, if desired, allows the entry of advanced
parameter values. Our results show that the service is an efficient tool for the generation
of different types of active ribozymes and aptazymes targeting any desired RNA in an
automated fashion, quickly and correctly. This renders Ribosoft 2.0 as the only publicly
available web service with such facility. There is no other bioinformatics tool allowing for
the generation of this number of different structures simultaneously. To our knowledge,
the only tool handling more than one type of ribozyme is ‘Ribosubstrate’ (Lucier et al.,
2006a) but it does not automatically design ribozymes. Rather, it requires prior
determination of the target site and ribozyme sequence and then uses BLAST to look for
off-targets of SOFA-HDV, hammerhead ribozymes or siRNAs. Ribosoft 2.0 has
advantages over ‘Aladdin’ (Mercatanti et al., 2012), a bioinformatics tool that generates
solely hammerhead ribozyme designs, relaying on the target sequence as the only input.
Moreover, the only parameter calculated with this tool is the annealing temperature (Tm)
of right and left arms of the ribozyme; it does not check for off-targets. In this case, each
of the mentioned programs misses an important part of the design, either the specificity
parameter or the automation of the design. In our case, we developed a tool combining
the options given by both programs, and with advantageous extensions. Many of these
extensions were already provided by the first version of Ribosoft (Kharma et al., 2016)
that we used to generate HHRZ against the mRNA of PABPNL1, which were active in vitro,

in mammalian cells and in C. elegans (Abu-Baker et al., 2019).

In the new version of the web service as well as the old one, the design is made, taking in
account the specificity of a ribozyme by blasting sequences in NCBI. In addition, Ribosoft
2.0 computes three other parameter. The accessibility of the cleavage sites is calculated
for all sites compatible with the sequence constraints provided by the ribozyme model.
The program uses the secondary structure of the target to check for single stranded
regions. To reduce "computational costs" (prohibitive for very large structures), the
structure is predicted by multiple sequence windows of (check size), this makes prediction
faster with a reasonable trade-off, since the vast majority of secondary structures are local
and do not occur between regions separated by several hundred bases. It also checks for
the quality of the newly designed ribozyme structure and, lastly, it provides a score

reflecting the annealing temperature between the target and the ribozyme’s arms.
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Regarding a relationship between scores calculated by Ribosoft 2.0 and ribozyme activity,
since the software already screens out all ribozymes likely to be inactive, it excludes
ribozymes from a wide range of parameter values and predicted efficiency, hindering our
attempt to evaluate such a correlation. Instead, we proved that most ribozymes designed
by Ribosoft 2.0 (except aptazymes) were active (Figure 6.7 and 6.10), i.e. the program
has generated 8-9 active ribozymes out of every 10 designs, independently of parameter
values. Actually, all of the chosen ribozymes were ranked #1 by Ribosoft, so this ranking
was not particularly useful. This can be explained by the filters of Ribosoft 2.0, which
already eliminate all the ribozymes having minor defaults and lower scores for ribozymes.
In the end, this sorts through sequences to select only the highly active ribozymes, even

those with the lowest scores.

The main addition to the Ribosoft 2.0 software is the possibility of adding almost any type
of ribozyme. It is even possible to include the presence of a pseudoknot within the
“ribozyme strand”, although folding of pseudoknots is not formally computed. As for
pseudoknots between the “substrate” and “ribozyme” strands, such as for the validated
HHRZs from Y. lipolytica, they are taken into account via the hybridization of each binding
arm. To our knowledge, Ribosoft 2.0 allows for the first time to automatically design
allosteric ribozymes against desired targets. Indeed, we generated the first trans-acting
aptazymes and demonstrated activity of the FMN-inhibited HHRZ aptazymes in presence
of FMN. Known examples of trans-acting aptazymes act in the following way: the output
of the cleavage reaction works as the effector or an input of another reaction. As an
example, a guanine aptazyme that generates a pri-miRNA as an output acts in
combination with the RISC complex to degrade a target mRNA (Nomura et al., 2012b). In
our case, the aptazyme works directly as a degradation machine of the target RNA in a
sequence specific manner. This is a novelty provided by our software giving the users the
opportunity to have on the same RNA molecule a detector of a specific molecule and an
effector against a specific target sequence, which we can easily modulate depending on
the target. This option will not be limited only to aptazymes, but it can also work for other
types of allosteric ribozymes controlled by the presence of a certain input like an RNA or
DNA sequence. Despite the fact that our results show only four active aptazymes
corresponding to the given condition, they still indicate that for a few easily designed
aptazymes users are very likely to get design sequences fitting their needs. Indeed, four
out of six of the FMN-inhibited aptazymes against Gal-7 mRNA function as expected. As

for the FMN-activated aptazymes, the fact that none of them worked may indicate that the
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structure model described by Soukup and Breaker (Soukup & Breaker, 1999c¢) does not
correspond exactly to the active structure of the aptazyme, which would lead Ribosoft 2.0
to inappropriately score the structure of the ribozyme. These RNAs can be used in many
applications like the replacement of the cis-acting aptazymes included upstream or
downstream of the target gene in many previous examples of aptazyme use in synthetic
biology (Nomura et al., 2012a; Townshend et al., 2015; Yokobayashi, 2019b; Zhong et al.,
2016a). By having trans-acting aptazymes, the function of aptazymes can be applied to
prokaryotic and eukaryotic cells, including mammalian and human cells, without the need
of combining different macromolecules (cis-acting aptazyme and RISC complex with
MiRNA or siRNA).

The results we got from aptazymes were limited because all of the aptazymes against
Blc2 mRNA were inactive (data not shown). Also some aptazymes against Gal-7 mRNA
were active but did not show any difference in activity in the presence or absence of FMN.
A possible explanation is that these aptazymes were developed using minimal HHRZs
which are 100 fold less active than full-length HHRZs. Besides, the input secondary
structure given to Ribosoft 2.0 for the design of these aptazymes is only representative of
the active state of the aptazyme in presence or absence of a specific ligand. The structure
for the other state (i.e. inactive state) might be an important information that Ribosoft 2.0
needs, but it is missing. Both structure states will be needed to make the comparison
between the two states, and design ribozymes with properly optimized structures. In that
regard, the native conventional HHRZ is the most studied catalytic RNA and it has a well
characterized structure, contrary to aptazymes which are built based on aptamers
selected in vitro and usually having poorly characterized structures. In other words, the
biggest limitation of Ribosoft 2.0 for the design of aptazymes might not be the algorithm
underlying the software, but rather the lack of comprehensive characterization of the
structure of most selected aptamers and aptazymes as well as the secondary structure of
the target. This can be circumvented by using well-studied examples, by characterizing
aptamers/aptazymes that bind ligands of interest, or simply by including information on
secondary structure only for the “ribozyme portion” and leaving the aptamer portion as if
it was single-stranded. Nevertheless, the published FMN aptazyme structures allowed us
to demonstrate the applicability of Ribosoft 2.0 for aptazymes. In the future, any aptazyme
or other allosteric ribozymes with a known structure can be used as input to Ribosoft 2.0,

as the software allows for future addition to new ribozyme templates.
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6.7. Supplementary material

Bcl-2 :
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Figure 6.10. Examples of Bcl-2 mRNA cleavage results
Parts of Bcl-2 mRNA were used to test the ribozymes activity. One example of kinetics gel for each
ribozyme type is presented (YL GUC-Pistol-Extended HHR from left to right). YL GUC ribozyme and
pistol ribozyme cleave in different sites on the same mRNA part and the extended HHR cleaves in a
different region.

Ribozyme models

Yarrowia lipolytica hammerhead ribozyme (cis version has a pseudoknot)

Rz template:
NNNNNNNC CUGAUGAGAACAAACCCNNNNNENSE CcUC G2 AACNNAnANANAnAnG
01234567 ....... ((eeeeen 89abcdef..))...ghijklmnopgrstu

Substrate template:
*cw_

utsrgponmlkjihg.76543210fedcba9d98

Cut site: 16
(after 16t character of the template)

Cut site: 5

(after 5t character of the template)
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Notes:
1-Sequence that corresponds to the pseudoknot in the cis version is highlighted in pink.

2-The base pair in red is not watson-crick (A-G), so it could simply be considered as two
conserved nucleotides with no base-pairing, the other two base pairs (in turquoise) are part of
stem II.

3-The nucleotides for which identity is absolutely essential are in italic. If for some reason it is
convenient to change identity of other nucleotides (while preserving structure), it is possible.

4-Sequence in 5’ of stem | (in gray), as seen in the initial model sequence, is not important, but
for in vitro transcription, it is normally required to add “GGG”

5-For a GUC cleavage site, we should add a fixed “C” after the A at the beginning of stem Il (in
green) and another one just after the “U” in the substrate.

Extended Hammerhead ribozyme

Ribozyme template:
nnnnnnnnNNAAUNNNNNCUGAUGAGUCEEUGAAAUGCEACGA A RCNNNNANNANNANT
0123456789...abcde....... (CCC(ewenn. ))))) ...fghijklmnopgrst

Substrate template:
EEEEEREENR 5

tsrgponmlkjihgf.edcba9876543210

Cut-site: 16
(after the base 16 on the substrate template)

Pistol ribozyme

Rz template:
CGUGGUUAGEECCcACGUUAAAUAGKHNENUUAAGCEEEUAA GCCNNNNNNAnnnnn
(CCCCTODTIED )Y veeenn 0123..... 111111...456789%abcdef

Substrate template:
nnnnnnNNNNNNGU RSN
fedcba987654..3210

Cut-site number: 13
(meaning between base 13 and 14 of template)

Hammerhead induced by FMN :

Rz template :
nnnnnNNNNNNCUGAUGAGCCUUAGGAUAUGCUUCGGCAGAAGGACGUCGA A RCNNNNARNNN
012345678%a....... (e (e (ennnnn ((Ceee)))ennnn ).).)...bcdefghijkl

Target template :
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RARRANNNNGYANNNNNNnnnnn

lkjihgfedcb.a9876543210

cut site= 12

Hammerhead inhibited by FMN:

Rz template:
nnnnnNNNNNNCUGAUGAGAUGAGGAUAUGCUUCGGCAGAAGGCUCUCGA A RCNNNNANAND
012345678%a....... (ceevnnnn ((Ceve)))ennnn )...)...bcdefghijkl

Target template:
NNNNNNnnnnn

1kjihgfedcb.a9876543210

cut site= 12

Note: As for extended HHR and Yarrowia lipolytica HHR, stem I, Il (or linker between aptamer
and HHR) and Il are highlighted in gray, turquoise and green, respectively. The FMN aptamer is
highlighted in yellow.
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Table 6.1 Oligonucleotides sequences

Rz # Ribozymes Oligo sequence
1| YL GUCL1 (Gal-7) |AAGTTTCGACGCCGAGGGCGGGTTTGTTCTCATCAGCTCACTGCCCTATAGTGAGTCGTATTA
ACGTCCCCCACAAGTTTCGACGCCGAGGGCGGGTTTGTTCTCATCAGCTCACTGCCCTATAGTGAGTC
2| YLGUC2(Gal-7) |grarTa
3| YL GUC3(Gal-7) |CcAAGTTTCGACGCCGAGGGCGGGTTTGTTCTCATCAGCTCACTGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA
CCCGGCTGGACACGTTTCGACGTCTTCAACGGGTTTGTTCTCATCAGGGAGGTGGCCCTATAGTGAGT
4| YLGUC4(Gal-7) | cramra
CGGAGGTGGTTTCGACGCAAGGAGCGGGTTTGTTCTCATCAGTTCAACAGCCCTATAGTGAGTCGTAT
5| YLGUC5(Gal-7) |pa
CCCGGCTGGACACGTTTCGACGTCTTCAACGGGTTTGTTCTCATCAGGGAGGTGGCCCTATAGTGAGT
6 YLGUC6(Gal-7) |iaramma
. CAGGTTCCATCGCTTAGGGCTTAAAAACCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTGAGTCGT
7 Pistoll (Gal-7) ATTA
. CGTGCGCCTGGTGGAGCGCTTAGGGCTTAAGGGCCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTG
8 Pistol2 (Gal-7) AGTCGTATTA
. TCCCCCACAACGCTTAGGGCTTAACCTCCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTGAGTCGT
9 Pistol3 (Gal-7) ATTA
. GGAGGTGGGCGGGGACCGCTTAGGGCTTAAGCAGCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTG
10 Pistol4 (Gal-7) AGTCGTATTA
] CATGTCCAACCGCTTAGGGCTTAACCCCCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTGAGTCGT
11 Pistol5 (Gal-7) ATTA
. TGGTTGGGGACGCCCACGCTTAGGGCTTAAACCACTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTG
12 Pistol6 (Gal-7) AGTCGTATTA
13| Extendl (Gal-7) |CAAGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGCTCACATTTGCCCTATAGTGAGTCGTATTA
ACGTCCCCCACAAGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGCTCACATTTGCCCGAGGGCCCTATAGT
14 Extend2 (Gal-7) GAGTCGTATTA
15| Extend3 (Gal-7) |ATTATAAGCTGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGGCAGAATTGGCCCTATAGTGAGTCGTATTA
GGGACCCGGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGGCCAGATTGACCTCGCCCCCTATAGTGAGTCG
16 Extend4 (Gal-7) TATTA
17| Extend5 (Gal-7) |GTGGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGTTCAAATTCACCCTATAGTGAGTCGTATTA
TGCTCATCATCGCGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGAGACGATTACGGCCCCTATAGTGAGTC
18 Extend6 (Gal-7) GTATTA
CCATGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGAACCTGCCCTATAGTGAGTCG
19| FMNactl (Gal-7) |pxmra
GGACGCCCAGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGCCACCACTTCCCCCTA
20| FMNact2 (Gal-7) | pacreagreeTaTTA
CCCAGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGCCACCACCCTATAGTGAGTCG
21| FMNact3 (Gal-7) |gamma
GACGCCCAGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGCCACCACTTCCCCTATA
22| FMN act4 (Gal-7) GTGAGTCGTATTA
CCCAGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGCCACCACCCCTATAGTGAGTC
23| FMNact5 (Gal-7) | gramr
AGGTTCCATGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGAACCTGCCCTATAGTG
24| FMN act6 (Gal-7) AGTCGTATTA
. CCATGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGAACCTGCCCTATAGTGAGTCGT
25| FMNinh1(Gal-7) | mmn
. GGACGCCCAGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGCCACCACTTCCCCCTAT
26| FMNinh2(Gal-7) | aereagrceTarTa
. CCCAGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGCCACCACCCTATAGTGAGTCGT
27| FMN inh3 (Gal-7)

ATTA
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GACGCCCAGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGCCACCACTTCCCTATAGT

28| FMNinh4 (Gal-7) GAGTCGTATTA
. CCCAGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGCCACCACCCCTATAGTGAGTCG
29| FMNInh5 (Gal-7) |papma
. AGGTTCCATGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGAACCTGCCCTATAGTGA
30| FMNinh6 (Gal-7) |GpeerarTa
31| YL GUC1b (Bcl2) |ATGTTTCGACGTGCACCTGGGGTTTGTTCTCATCAGCAGCCAGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA
TCCCGGGACCCGGTTTCGACGCTCGCCGCGGGTTTGTTCTCATCAGGCCAGGACCCCTATAGTGAGTC
32| YLGUC2b (BC12) |aparra
ATAAGCTGTTTCGACGGCTACGAGGGGTTTGTTCTCATCAGGCAGAGGGCCCTATAGTGAGTCGTATT
33| YLGUC3b (Bcl2) |,
GGTGCCACCTGTGGTTTCGACGCCTCCGCCGGGTTTGTTCTCATCAGCACCTGACCCCTATAGTGAGT
34| YL GUC4b (Bcl2) |iaramta
TGAGTTCGGTGGGGTTTCGACGGGAGAGCGGGGTTTGTTCTCATCAGATGTGTGTCCCTATAGTGAGT
35| YL GUC5b (BC12) |oararra
ATCCCGGGACCCGGTTTCGACGCTCGCCGCGGGTTTGTTCTCATCAGGCCAGGACCCCTATAGTGAGT
36| YL GUCED (BC12) |cararma
. TAGTGATGAACGCTTAGGGCTTAAACATCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTGAGTCGT
37 Pistollb (Bcl2) ATTA
38| Pistol2b (Bcl2) GTGGGATGCGGGAGATCGCTTAGGGCTTAAGGGCCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTG
AGTCGTATTA
. TCTCCTGGCTCGCTTAGGGCTTAACTCTCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTGAGTCGT
39 Pistol3b (Bcl2) ATTA
40| Pistoldb (Bcl2) GCTCTTCAGGGACGGGCGCTTAGGGCTTAAGAACCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTG
AGTCGTATTA
. ACATCGCCCTCGCTTAGGGCTTAAGGATCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTGAGTCGT
41 Pistol5b (Bcl2) ATTA
42| Pistolsb (Bcl2) CGCATCCCGGGACCCGCGCTTAGGGCTTAACGCCCTATTTAACGTGGCCCTAACCACGCCCTATAGTG
AGTCGTATTA
43| Extendlb (Bcl2) |GCTGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGTCTGAATTAGCCCTATAGTGAGTCGTATTA
TCCCGGGACCCGGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGGCCAGATTGACCTCGCCGCCCTATAGTG
44| Extend2b (Bcl2) AGTCGTATTA
45| Extend3b (Bcl2) |ATTATAAGCTGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGGCAGAATTGGCCCTATAGTGAGTCGTATTA
GGGACCCGGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGGCCAGATTGACCTCGCCCCCTATAGTGAGTCG
46| Extend4b (Bcl2) TATTA
47| Extend5b (Bcl2) |GATGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGGCCCCATTTGCCCTATAGTGAGTCGTATTA
TTCGCCGAGATGTTTCGTCGCATTTCAGCGACTCATCAGCAGCCATTAGCTGCCCCTATAGTGAGTCG
48| Extend6b (Bcl2) TATTA
TGAAGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGCATCCACCCTATAGTGAGTCG
49| FMNactl (Bcl2) | pamra
TGTGGAACTGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGCGGCCCCAGCACCCTA
50| FMNact2 (Bel2) | pacreagrecTaTTa
TGATGAAGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGCATCCACCCTATAGTGAG
51| FMNact3 (Bcl2) | pogramma
GTGGAACTGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGCGGCCCCCCTATAGTGA
52| FMN act4 (Bcl2) GTCGTATTA
ACTGAGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGCCTGAACCCTATAGTGAGTC
53| FMNact5 (Bcl2) | gramra
GGAACTGTTTCGACGTCCTTCTGCCGAAGCATATCCTAAGGCTCATCAGCGGCCCCAGCCCTATAGTG
54| FMN act6 (Bcl2) AGTCGTATTA
. TAATACGACTCACTATAGGGTTCAGGCTGATGAGCCTTAGGATATGCTTCGGCAGAAGGACGTCGAAA
55| FMNinh1(Bcl2) |opeacr
. TGTGGAACTGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGCGGCCCCAGCACCCTAT
56| FMNinh2 (Bcl2)

AGTGAGTCGTATTA
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TGATGAAGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGCATCCATTACCCTATAGTG

57| FMNinh3 (Bcl2) |pcreerarTa

. GTGGAACTGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGCGGCCCCCCTATAGTGAG
58| FMNinh4 (Bcl2) TCGTATTA

. ACGGGGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGCGATAACCCTATAGTGAGTCG
59| FMNinh5(Bcl2) |pacra

. ATGACTGAGTTTCGAGAGCCTTCTGCCGAAGCATATCCTCATCTCATCAGCCTGAACCGGCCCCTATA
60 FMN inh6 (Bcl2) GTGAGTCGTATTA
61 For Gal-7 TAATACGACTCACTATAGGATGTCCAACGTCCCCCACAAG
62 Rev Gal-7 TCAGAAGATCCTCACGGAGTC
63 For Bcl2 TAATACGACTCACTATAGGTGGCGCACGCTGGGAGAACG
64 Rev Bcl2 TCACTTGTGGCCCAGATAGG
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Table 6.2 Parameters scores of chosen ribozymes

Rz # Ribozymes Parameters Score
1 YL GUC1 (Gal-7) Tm min 62.055
2 YL GUC2 (Gal-7) Tm max 232.478
3 YL GUC3 (Gal-7) Accessibility min 1.7
4 YL GUC4 (Gal-7) | Accessibility max 22.2
5 YL GUCS5 (Gal-7) Structure min 23.593
6 YL GUCS6 (Gal-7) Structure max 48.722
7 Pistol1 (Gal-7) Tm min 30.933
8 Pistol2 (Gal-7) Tm max 161.474
9 Pistol3 (Gal-7) Accessibility min 3.8
10 Pistol4 (Gal-7) Accessibility max 26.3
11 Pistol5 (Gal-7) Structure min 34.292
12 Pistol6 (Gal-7) Structure max 69.411
13 Extendl (Gal-7) Tm min 81.307
14 Extend2 (Gal-7) Tm max 229.866
15 Extend3 (Gal-7) Accessibility min 2.8
16 Extend4 (Gal-7) Accessibility max 23.6
17 Extend5 (Gal-7) Structure min 3.525
18 Extend6 (Gal-7) Structure max 40.736
19 FMN actl (Gal-7) Tm min 98.405
20 FMN act2 (Gal-7) Tm max 207.06
21 FMN act3 (Gal-7) Accessibility min 8.4
22 FMN act4 (Gal-7) | Accessibility max 22.4
23 FMN act5 (Gal-7) Structure min 29.651
24 FMN act6 (Gal-7) Structure max 52.461
25 FMN inh1 (Gal-7) Tm min 98.405
26 FMN inh2 (Gal-7) Tm max 207.06
27 FMN inh3 (Gal-7) Accessibility min 8.4
28 FMN inh4 (Gal-7) | Accessibility max 224
29 FMN inh5 (Gal-7) Structure min 29.478
30 FMN inh6 (Gal-7) Structure max 51.639
31 YL GUC1b (Bcl2) Tm min 73.379
32 YL GUC2b (Bcl2) Tm max 240.264
33 YL GUC3b (Bcl2) Accessibility min 5.2
34 YL GUC4b (Bcl2) | Accessibility max 223
35 YL GUC5b (Bcl2) Structure min 23.711
36 YL GUCS6b (Bcl2) Structure max 56.681
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37 Pistollb (Bcl2) Tm min 33.491
38 Pistol2b (Bcl2) Tm max 155.947
39 Pistol3b (Bcl2) Accessibility min 2.2
40 Pistol4b (Bcl2) Accessibility max 20.6
41 Pistol5b (Bcl2) Structure min 30.511
42 Pistol6b (Bcl2) Structure max 65.625
43 Extend1b (Bcl2) Tm min 97.492
44 Extend2b (Bcl2) Tm max 237.865
45 Extend3b (Bcl2) Accessibility min 2.8
46 Extend4b (Bcl2) Accessibility max 23.6
47 Extend5b (Bcl2) Structure min 9.931
48 Extend6b (Bcl2) Structure max 45.15
49 FMN actl (Bcl2) Tm min 85.063
50 FMN act2 (Bcl2) Tm max 204.685
51 FMN act3 (Bcl2) Accessibility min 33
52 FMN act4 (Bcl2) Accessibility max 14.6
53 FMN act5 (Bcl2) Structure min 31.579
54 FMN act6 (Bcl2) Structure max 55.275
55 FMN inh1 (Bcl2) Tm min 85.063
56 FMN inh2 (Bcl2) Tm max 204.685
57 FMN inh3 (Bcl2) Accessibility min 3.3
58 FMN inh4 (Bcl2) Accessibility max 14.6
59 FMN inh5 (Bcl2) Structure min 26.714
60 FMN inh6 (Bcl2) Structure max 51.762

Ribozymes are listed by pairs of high/low values for the indicated parameter computed

by Ribosoft 2.0.

Ribozymes testing in cells: some highly active ribozymes were chosen and cloned
into plasmids to be tested in cells. Protocols and results are presented in ‘Appendix
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Récapitulatif

Ribosoft Enzymer
N
N NN
{ ) N-oN
AN NN
A—G N—MN
-V N—N
G—U Tigell N N
. u-A -
Obtenu : Section Tgell ¢ _q %
‘effecteur’ du circuit A% Iy A ’
G A Tlgelll f ANNNNMNNNN NN
AU A Coeuru RN
Coeur G ANNNNNNNNNN catalytique <y Nc:NNNNN”NN NN
: _
Ribozymes conventionnels: | ™ © NN site de civage
Contréle de I'expression génique N NN
N N—N
N N—N Tigel
V] N—N
Tige | N N N
N N
Ribozyme 1 actif en trans Ribozyme 1 actif en cis

Capacité de concevoir des aptazymes
ayant des structures connues

. . Ribosoft2.0
Détectants _Conception
A lét Secti /des mi-ARN Automatisée Evolutionary
compléter : Section o Algorithm
senseur’du circuit  Ribozymes allostériques

(Chapitre 7)
\ Détectants Sélection

— » SELEX
ze in vitro
des protéines (Chapitre 8)

Figure 6.11 Etat du circuit logique
Les logiciels de conception ont permis jusqu’ici de produire des ribozymes ayant la capacité d’agir

comme outil de contrdle de I’expression génique. Pour compléter le circuit, les ribozymes senseurs,
seront soit congus par outil bioinformatique ou sélectionnés in vitro.
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7. Portes logiques basés sur des ribozymes allostériques
contrblés par des miARN

7.1. Mise en contexte

Dans les chapitres précédents, nous avons décrit des outils de conception de ribozymes,
surtout conventionnels. Nous avons également, précisé que les exemples de ribozymes
allostériques mentionnés étaient contrblés par des métabolites. Dans ce chapitre, nous
décrirons des ribozymes allostériques induits par la liaison d’oligonucléotides comme
entrées. Dans notre projet, ce sont des miARN qui jouent le rdle d’entrée pour induire ou
inhiber la réaction du clivage du ribozyme. Ces ribozymes ont été congus pour agir comme

porte logique répondant a un ou plusieurs miARN.

Dans ce chapitre, nous présenterons deux hypothéses : la premiére porte sur I'utilisation
d’un seul ribozyme pour lier deux ou trois miARN afin de créer une porte logique répondant
a une fonction logique. Cette liaison inhibe ou induit I'activité du ribozyme, ce qui peut étre
utilisé pour générer un signal indiquant alors la présence de ces trois miARN. La deuxieme
concerne la liaison d’'un seul miARN par un ribozyme, entrainant la dégradation de ce

dernier.

7.2. Circuit logique

Le développement des circuits logiques utilisés dans le cas des ribozymes et d’autres
ARNNC est le résultat des avancements en génie génétique. Ces progrés ont permis
d’utiliser différentes composantes pour des systemes de plus en plus complexes,
permettant de combiner des opérations logiques pour constituer des circuits (Singh, 2014;
Xiang et al., 2018).

Les fonctions booléennes mathématiques sont utilisées pour développer des opérations
logiques représentées sous la forme B™ ou « n » est le nombre de données d’entrées qui
peuvent étre soit « Vraie » (égale a 1) ou « Fausse » (égale a 0) ; leur combinaison
donnera une valeur « Vraie » ou « Fausse » (Benenson, 2009). Plusieurs opérateurs ont
été mis en place a partir de ces deux valeurs, essentiellement, ET, OU, NON, Non-ET,
NON-OU et OU exclusif (Tinder, 2000).
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e Conjonction-ET (AND)

Pour deux variables «a» et « b», la valeur «a et b» n'est VRAIE que lorsque « a» est

vrai et « b » est vrai.

Table 7.1 Table de vérité de la fonction ET

A B aeth
0 0 0
1 0 0
0 1 0
1 1 1

¢ Disjonction-OU (OR)
C’est lorsque a OU b est vrai, de méme que lorsque a ET b sont tous deux vrais.

Table 7.2 Table de vérité de la fonction OU

A B aoub

0 0 0
1 0 1
0 1 1
1 1 1

e Neégation-NON (NOT)
Dans ce cas, Y n’est vrai que lorsque a est faux.

Table 7.3 Table de vérité de la fonction NON

A Non a
0 1
1 0
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Les fonctions logiques sont utilisées sous forme de portes logiques dans les circuits
numeériques en utilisant deux ou plusieurs données d’entrées pour aboutir a un seul

résultat comme sortie (Voigt, 2006).

Le principe des circuits logiques a été exploré par les biologistes dans un domaine nommeé
«la biologie synthétique» pour résoudre des problemes liés au vivant (sante,
environnement, etc.). Ceci est exécuté en contrdlant 'expression génique et en essayant
d'attribuer de nouvelles fonctions aux cellules vivantes (Endy, 2005). La découverte de
'opéron Lac a montré que les cellules utilisent déja la logique mathématique pour réguler
I'expression génique (Jacob & Monod, 1961). Le principe est alors passé de la régulation
simple de I'expression génique au développement de systéemes complexes. Ces systemes
sont composés de plusieurs parties biologiques fonctionnelles pour obtenir de nouvelles
fonctions chez un organisme donné (Andrianantoandro et al., 2006; Benenson, 2012;
Goni-Moreno & Nikel, 2019).

En général, les parties biologiques (building blocks) qui sont utilisées pour développer les
circuits logiques sont : des promoteurs, des protéines capables de lier TADN (répresseurs,
facteurs de transcription, etc.), des recombinases, le systtme CRISPR et des ARN
régulateurs (Brophy & Voigt, 2014; Nielsen et al., 2016; Sudarsan et al., 2006). Ces parties

peuvent jouer 'un des quatre réles trouvés généralement dans un dispositif génétique :
1- Un senseur : partie qui détecte un signal dans I'environnement.
2- Un régulateur : partie qui effectue I'action de régulation génique.

3- Un actuateur ou actionneur : partie qui émet un signal détectable considéré comme

« output » du circuit.
4- Un adaptateur : partie qui lie les composantes du circuit ensemble (Wang et al., 2013).

Un exemple de nouvelles fonctions générées par la biologie synthétique est celui des
aptazymes, qui ont été concus par Win et Smolke en 2007. lls peuvent répondre a des
signaux intra- ou extracellulaires pour effectuer les opérations logiques : ET, OU, NON-
OU et NON-ET (Win & Smolke, 2007a) (Shapiro & Gil, 2008). Les antiswitchs sont formés

par 'assemblage d’'un aptamére et d’'un domaine anti-sens. Ce dernier fonctionne aux
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dépens de la présence ou de I'absence du ligand de I'aptamére, pour créer un switch ON
ou OFF (Bayer & Smolke, 2005; Isaacs et al., 2006). Des exemples plus récents sont les
Toehold switches (Green et al., 2014) et les petits ARN activant la transcription (STAR :
small transcription activating RNAs) (Chappell et al., 2015) qui agissent comme des
riborégulateurs, liant des ARN plut6t que des métabolites ou des protéines (Kim & Franco,
2020). Les circuits synthétiques ont aussi été utilisés dans les cellules eucaryotes a
plusieurs fins. Citons comme exemples : le contréle de I'expression génique dans les
cellules cancéreuses par un ordinateur biologique (Benenson et al., 2004) et une thérapie
génique basée sur une porte logique ET combinant deux CARs (Chimeric Antigen
Receptor) (Kloss et al., 2013). Diverses autres applications existent, comme le
développement des vaccins, I'étude de signalisation cellulaire et la régulation génique
(Lienert et al., 2014) (Kim & Franco, 2020).

Récemment, plusieurs études ont utilisé des combinaisons de miARN comme entrée pour
des portes logiques (Wu et al., 2019; Xie et al., 2011; Yang et al., 2021; Yue et al., 2020;
Yue et al., 2019). Ceci s’explique par leur réle comme marqueur dans la reconnaissance

de maladies selon les profils d’expressions.

Les miARN sont des ARNNc simple brin d’'une taille d’environ 22 nucléotides. lls existent
chez la plupart des eucaryotes et ils sont inclus dans la régulation de plus de 30 % des
genes codants des protéines (Macfarlane & Murphy, 2010). Ces ARN sont transcrits sous
forme de pri-miARN qui passent par deux étapes de clivage pour générer les miARN
matures qui joignent le complexe RISC (RNA-induced silencing complex). Un miARN
guide, via la séquence seed, le complexe RISC en liant, par complémentarité de base,
une séquence d’ARNm cible. Ceci engendre la dégradation de la cible par le complexe
lorsque le nombre de paires de bases qui se forment entre le miARN et TARNm est grand.
Cette liaison peut aussi inhiber la traduction par la déstabilisation de la liaison du ribosome
a ’ARNm, lorsque la complémentarité entre les deux ARN n’est pas parfaite (Figure 7.1).
Il s’agit d’'une vue générale du mode d’action des miARN, car leurs mécanismes d’action
sont multiples et sont encore étudiés afin que I'on en ait une meilleure compréhension
(Bartel, 2004; Oliveto et al., 2017; Pu et al., 2019).
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Figure 7.1 Activité du micro-ARN.

Les pre-miARN transportés au cytoplasme par I’exportin5 sont clivés par Dicer et le brin mature rejoint
le complexe RISC. Le miARN dirige le complexe RISC vers ’ARNm cible afin d’empécher sa
traduction : lorsque la complémentarité entre le miARN (en bleu) et la région cible de FARNm (en rose)
est parfaite, le complexe RISC cause la dégradation de FARNm. Quand la complémentarité entre les
deux séquences est imparfaite, la liaison du complexe RISC a PARNm empéche le passage du
ribosome en altérant alors I’étape de la traduction. Tiré de (Lee et al., 2019)

Etant donné que les miARN se trouvent impliqués dans le contrdle de I'expression des
géenes responsables de plusieurs mécanismes biologiques (par exemple, la croissance
cellulaire), la dérégulation de leur expression est impliquée dans plusieurs cancers (Chen
et al., 2021a; Ferragut Cardoso et al., 2021; Ng et al., 2021). En fait, la surexpression ou
la sous-expression de certains miARN affecte la croissance des cellules cancéreuses
positivement ou négativement compte tenu des fonctions de leurs cibles (Macfarlane &
Murphy, 2010) (Golhani et al., 2021; Peng & Croce, 2016).

7.2.5. Les profils d’expression de miARN

Le taux d’expression des miARN est variable d’'un type cellulaire a un autre ; c’est aussi
le cas de leur expression d’'un type ou sous-type de cancer a un autre. Cette différence
veille a ce que les profils d’expression des miARN, incluant leurs sous- et surexpressions,
puissent étre utilisés pour distinguer différents sous-types de cancers de cellules saines
(Anelli et al., 2021; Sokilde et al., 2019; Wang et al., 2017; Wang et al., 2019; Yerukala
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Sathipati & Ho, 2018; Zhu et al., 2014). Cette expression altérée permet aux miARN d’agir
comme des oncogénes ou suppresseurs de tumeurs, ce qui les définit comme
biomarqueurs potentiels de diagnostic et cibles intéressantes de thérapie (Berindan-
Neagoe et al., 2014). En se basant sur cette hypothése, plusieurs recherches ont été
produites pour démontrer que les mIARN extracellulaires, circulant dans le sang,
exosomaux, etc. sont utilisables pour la détection de maladies. En ce qui a trait au cancer,
ils sont utilisables pour la détermination non seulement du type du cancer, mais aussi de
son état de développement, de sa progression et de ses métastases, puis de la réponse
des tumeurs aux thérapies (Alves Dos Santos et al., 2020; Chen et al., 2021c; Duan et
al., 2021; Gherman et al., 2020; Kachris et al., 2021; Liu & Chu, 2020; Monsellato et al.,
2020; Yang et al., 2019).

En nous basant sur ce principe, nous avons décidé d’utiliser des portes logiques pouvant
lier entre un a trois miARN en paralléle. Cette liaison n’est pas envisageable par un simple
ajout de séquence au ribozyme, mais plutot par un choix dés I'étape de conception de la

fonction logique, qui sera effectuée par le ribozyme en liant les miARN.

7.3. Des ribozymes liant jusqu’a trois miARN

Initialement une libraire de 1000 ribozymes allostériques répondant a un, deux ou trois
difféerent mIARN a été congue avec un outil informatique en développement par un
collaborateur a l'université Concordia, Nicolas Kamel, du laboratoire du Pr. Nawwaf
Kharma. L’algorithme qui a été utilisé pour la conception de ces ribozymes utilise une
approche évolutionnaire. Cette approche permet de générer une séquence seed qui
passe par une évolution sous forme d’itérations de mutations. Chaque itération résulte en
une ‘génération’ de séquences qui passent par une étape d’évaluation du repliement de
la structure formée aprés les mutations. Ce repliement est comparé en présence des
inputs et en leur absence. Ces itérations et évaluations permettent de chercher le meilleur
repliement possible, et les meilleurs candidats sont choisis, et leurs séquences sont
optimisées jusqu’a I'obtention du repliement désiré en fonction de la porte logique visée.
Les miARN agissant comme entrées pour les ribozymes allostériques, lors de leurs
liaisons & des séquences complémentaires sur les ribozymes, stabiliseront les structures
actives de ces derniers. En fait, les ribozymes en absence des miARN forment une

structure altérée qui bloque le coeur catalytique, ce qui empéche le clivage. La liaison des
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mMIARN permet alors le relachement de la séquence bloquée permettant ainsi le bon
repliement du ribozyme ce qui engendre I'activation de sa réaction catalytique (Figure
7.2). Des essais ont été effectués (présenté en Annexe Il) avec les différentes
combinaisons possibles (Table S4) mais le séquencage a échoué, les résultats obtenus
étaient principalement des artéfacts issus de polyméres d’amorces d’amplification.
Plusieurs problémes techniques (tel que des ligations différentes pour les ARN intacts et
les ARN coupés) devront étre surmontés pour réussir ces essais. Ceci he nous a pas
fournis des résultats clairs pour conclure si notre hypothese est validée ou non. Pour cette
raison, il fallait tester au moins quelques séquences pour avoir une idée préliminaire sur
l'activité de ce genre de portes logiques. Nous avons alors pris I'opportunité pour tester
des design optimisés, apres quelques améliorations du programme. Ces nouvelles portes
logiques sont supposeées lier un, deux ou trois miARN et répondre aux opérations logiques
ET et NON-ET. Sept ribozymes ont été congus pour étre seulement actifs en présence
de trois miIARN (miARN18, 135 et 155 (Table S3)), c’est-a-dire une ‘opération ET’. Les 14
autres séquences répondent chacune a deux miARN et ils sont actifs en présence de
deux miARN seulement dans le cas de I'opération ‘ET’ ou d’'un seul seulement dans le
cas de l'opération ‘NON-ET’. (Table S5 en annexe IlI). Les miARN choisis sont
surexprimés dans le cancer du sein et ils ont été choisis a titre d’exemple dans le but de

les utiliser seulement dans la preuve de concept.
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Figure 7.2 Structure d’un ribozyme 'porte logique ET' liant trois miARN

Gauche : En absence des miARN le cceur catalytique du ribozyme est bloqué par le mauvais
repliement de la structure du ribozyme. Droite : la liaison des miARN au ribozyme cause un
déplacement des brins qui bloquent le cceur catalytique en libérant ce dernier ce qui active le ribozyme
effectuant la réaction d’auto-clivage.

7.3.1.1. Matériels et méthodes
e Préparation de ’ADN et ARN (marguage radioactif)

Les matrices d’ADN utilisées pour amplifier les ribozymes ont été commandées de chez
Twist. Plusieurs matrices contenaient deux séquences de ribozymes, et des séquences
adaptatrices ont été utilisées comme amorces sens et pour les amorces inverses, une
séquence spécifique a chaque ribozyme a été utilisée. L’amplification de la matrice de
chague amorce de ribozyme a été faite par PCR avec les amorces correspondantes
(Table S6 en annexe).

Les tailles de produits de PCR ont été vérifiées par migration sur gel d’agarose 2%,
ensuite 'ADN a été précipité a I'éthanol afin de le préparer a I'étape de transcription. Les
ribozymes ont été produits par transcription in vitro en présence de 'UTP radioactif. Les
ARN produits ont été précipités a I'éthanol et purifiés sur gel de polyacrylamide dénaturant
de 6%.
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e Test de clivage avec les différentes combinaisons

A la suite de la précipitation des ARN a I'éthanol, les tests de clivage ont été effectués.
Pour les ribozymes ayant trois entrées, huit combinaisons différentes ont été essayées
pour chaque ribozyme. Pour ceux ayant deux entrées, quatre combinaisons ont été
testées pour chaque. Les réactions ont été effectuées dans le tampon de clivage et en
présence de miARN correspondants, pendant une heure, a 37°C. Les résultats ont été
visualisés sur un gel de polyacrylamide dénaturant de 6%.

7.3.1.2. Résultats

Au total 21 ribozymes contrélés par deux ou trois miARN ont été testés. Ceux activés par
seulement un miARN, mais pas leur combinaison (NON-ET), n’avaient pas montré les
résultats attendus. Les ribozymes étaient soit activés ou inactivés indépendamment des

MIARN incubés avec eux alors les résultats ne sont pas montrés ici.

La nomenclature choisie pour les portes logiques «ET» est : X AND #X’ ou le X est le
nombre de miARN a lier par le ribozyme et le X' est le numéro du ribozyme allant de 1 a
7. Parmi les sept ribozymes congus pour étre actives par deux miARN, les deux ribozymes
2 AND #3 et 2 AND# 6 avaient montré une activité de clivage en absence de miARN ou
en présence d’'un seul miARN, mais la combinaison des miARN 18 et 155 semble inhiber

cette activité. Ceci est 'opposé de ce qui était attendu de ces ribozymes (Figure 7.3 A).
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Figure 7.3 Les portes logiques 'ET' & deux et trois entrées

(A) Les ribozymes 2 AND (ET) #3 et 2 AND (ET) #6 montrent une faible activité de clivage en présence
d’un seul miARN ou en absence d’entrées. (B) Les taux de clivage (en bas du gel en (%)) ont été
calculés seulement pour les ribozymes présentant une activité en réponse a certains miARN. Les
différentes bandes qui apparaissent sont probablement dues a des régions riches en U de ces
ribozymes ce qui a causé probleme lors des transcriptions radioactives avec de 'UTP radioactif (ou
I’'on met moins d’UTP dans la réaction de transcription).

Parmi les sept ribozymes liant trois miARN pour étre activés, deux ribozymes avaient
montré un résultat intéressant. Le ribozyme 3 AND #4 a été activé quand les miARN 18
et 155 étaient combinés, une bande était aussi visible pour la combinaison miARN
18+miARN 155+miARN 135, mais pas miARN18+miARN 135.

Le ribozyme 3 AND #5 a été activé a chaque fois qu'il était en présence du miARN 18 et

l'activité de clivage était plus élevée lorsque combiné avec le miARN 155.

Dans le cas du ribozyme 3 AND#3, une faible activité de clivage est observée en présence
des miARN 18 et 155 et lorsque le miARN 135 est rajouté a la combinaison, I'activité est
devenue plus importante. (Figure 7.3 B)
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Bien que les réponses de ces ribozymes ne correspondent pas parfaitement aux fonctions
logiques pour lesquelles ils ont été congus, I'activité obtenue suggére qu’une optimisation

du modéle pourrait mener a des séquences ayant la fonction attendue.

7.4. Des ribozymes ayant une séquence complémentaire au
miARN en 3’
Lier des miARN pour activer les ribozymes semble avoir un potentiel pour contréler leur
activité. Par contre une complémentarité parfaite entre une région du ribozyme avec un
miARN pourrait engendrer la dégradation du ribozyme si le miARN est lié au complexe
RISC. Alors pour tester cette hypothése et dans le but d’avoir des ribozymes inactivés par
la présence de miARN, nous avons congus des ribozymes actifs en trans capables de lier
un miARN (matrice présenté en annexe lll). Pour visualiser I'activité de ribozymes dans
les cellules nous avons choisi d'utiliser la luminescence en choisissant comme cible
'ARNmM de la luciférase. Les ribozymes ont été congus par Ribosoft 2.0 pour dégrader
'ARNm de la luciférase et lier un miARN par complémentarité de séquence a une région
ajoutée en 3". Un exemple de matrice pour le ribozyme liant le miARN et la séquence cible

est présenté en annexe et une présentation schématique est dans la figure 7.4.
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Figure 7.4 Mode d'action des ribozymes et des miARN d'un ribozyme contrélé par un miARN

Le ribozyme est actif et capable de dégrader sa cible en absence du miARN (haut). Le miARN

accompagné par le complexe RISC lorsque présent, se lie par complémentarité parfaite au ribozyme
causant alors sa dégradation (bas).

L’hypothése est basée sur le fait que lorsqu'un mIARN lie une séquence par
complémentarité de séquence parfaite, le complexe RISC dégrade I'ARN ciblé. Dans ce
cas le ribozyme liant un miARN avec une complémentarité parfaite sera dégradé et en

absence de miARN, il sera intact et actif. Les séquences choisies sont présentées dans
la table S7.

7.4.1. Matériels et méthodes

o Test de clivage de ’TARNm de la luciférase in vitro : Design des séquences

Chaque séquence de ribozyme a été congue pour avoir une séquence complémentaire a
un miARN en 3". De plus la séquence du promoteur de '’ARNt, utilisé pour I'expression et

le transport du ribozyme dans les cellules, a été ajouté en 5’ de la séquence du ribozyme.
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Ceci a été fait dans le but de vérifier I'activité des ribozymes méme en présence de ces
séquences afin de confirmer que les séquences en surplus n’interferent pas avec la
structure active du ribozyme. Ceci permettra de prouver que I'absence ou l'inhibition
d’activité des ribozymes in vivo est due a I'effet du complexe RISC et non pas aux autres

facteurs.
e Préparation des ribozymes

Les séquences de ribozymes ont été amplifiées par PCR d’assemblage en utilisant la Taq
polymérase (NEB). En fait, les séquences des ribozymes étaient assez longues, donc
pour chaque ribozyme quatre oligos ayant des régions chevauchantes ont été utilisés pour
générer la matrice finale utilisée pour synthétiser TARN (Table S8). En total, neuf
séquences, liant chacun des trois miARN mir-18a, mir-135 et mir-155, ont été choisies.
Les produits de PCR ont été précipités a I'éthanol et les ARN ont été synthétisés par
transcription in vitro a l'aide de la T7 polymérase. Les ARN ont été purifiés par extraction

phénol/chloroforme suivie d’'une migration sur gel de polyacrylamide dénaturant.

e Préparation de la cible et marquage

La cible, qui est ’TARNm de la luciférase a été amplifiée a partir du plasmide ‘pCMV-Green
Renilla Luc Vector for Luciferase Assays’ de chez Thermofisher en utilisant les oligos :
sens TAATACGACTCACTATAGGGATCGGCATGGGCAAGAG et inverse

GATCAGGGCCAGTTCTTCC. Le produit de PCR a été précipité a I'éthanol, et 'ARN

radioactif a été produit par transcription in vitro en présence de I'UTP?? et purifié sur gel

de polyacrylamide dénaturant 6%.
e Test de clivage

Pour le test de clivage, chaque ribozyme a été incubé avec la cible dans le tampon de
clivage (10 mM MgCl;, 100 mM NaCl, 50 mM tris HCI pH 7.4 et 25 mM KCI) en présence
de 4 pul de la cible radiomarquée pendant une heure a 37°C. La réaction a été arrétée par
I'ajout du tampon de formamide dénaturant (10 mM EDTA, 95 % formamide, 0.025% bleu

de bromophénol et 0.025% bleu de xyléne cyanol).
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Les ribozymes choisis comprenaient trois ribozymes liant chacun un des miARN 18, 135
ou 155. Le test de clivage de 'ARNm de la luciférase était fait en absence de miARN pour
valider leur activité dans un milieu ne contenant pas les miARN. Ceci a été fait aussi pour
vérifier que le surplus de séquences en 5" et 3" ne causent pas la formation d’une structure

altérée empéchant le coeur catalytique de se former correctement.

Aprés une heure d’incubation huit parmi neuf ribozymes étaient actifs avec un taux de
clivage élevé (entre 78% et 96%) (Figure 7.5). Ceci nous a permis de conclure que les
structures formées par les ribozymes se replient correctement. Puisque les ribozymes
étaient assez efficaces, nous avons aussi choisi de tester une séquence liant le
MIARN135 dans les cellules en présence du miARN correspondant et un autre non

spécifique.

mi-ARN s ; ;
correspondant mi-ARN 135  mi-ARN 18  mi-ARN155
Ribozyme - 128 3 4 5. 6\ 7 8 .9
Fraction coupée (%) - 4 88 82 78 81 86 87 96 91

Figure 7.5 Test de clivage des ribozymes contre ’ARNm de la luciférase

Les ribozymes ont été testés contre FARNm de la luciférase radiomarqué. Le taux de clivage est
présenté en (%) en bas du gel.

Finalement trois ribozymes liant chaque un miARN (135, 155 ou 18) ont été cloné dans
des plasmides afin d’évaluer notre hypothése dans des cellules exprimant ces miARN.

Les résultats préliminaires obtenus étaient négatifs (présenté dans I'annexe lll).
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Figure 7.6 Ribozymes détecteurs de miARN

Des outils bioinformatique ont été encore employés pour la génération de ribozymes allostériques,
qui se sont avérés étre actifs in vitro. Une optimisation est encore nécessaire pour obtenir des
ribozymes ayant la réponse désirée aux différentes combinaisons de miARN. Bien que ces outils sont

efficaces pour la génération de nouveaux ARN avec des critéres bien définis (surtout la structure), ils
ne peuvent pas étre utilisés pour concevoir des ARN avec une nouvelle fonction ou structure
inconnue. Dans notre projet, de nouveaux aptazymes liant des protéines, pour lesquelles aucun

aptameére n’a été sélectionné avant, sont prévus pour compléter notre circuit. Pour ce faire, une
sélection in vitro est nécessaire pour I'obtention de ces ARN.
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8. Article 4: Dual selection for aptazymes for biosensor
development purpose

8.1. Mise en contexte

Dans les chapitres antérieurs nous avons décrit des méthodes rationnelles et
automatisées de générations de nouveaux ribozymes conventionnels ou allostériques.
Ceci a été jumelé a des essais expérimentaux pour montrer qu'une majorité de ces
ribozymes s’est avérée active au moins in vitro. Bien que les résultats des tests de clivage
de ces ribozymes ne fussent pas une réussite dans les cellules, nous avons plusieurs
autres candidats qui peuvent étre testés afin de trouver le ribozyme susceptible de jouer
le role de ‘I'effecteur’ de notre circuit. De méme, des ribozymes ‘senseurs’ détectant des
mMiARN ont été obtenus de la méme fagon. Le manuscrit suivant décrira une méthode
uniguement expérimentale dans le but de [I'obtention de nouveaux ribozymes
allostériques. En fait, pour le but de sélection de nouveaux ARN avec une capacité de
lier une cible comme un métabolite ou une protéine aucun outil informatique existant
actuellement n’est capable d’atteindre ce but. Ceci fait que le travail expérimental a ce

stade est irremplagable.

A ce stade du projet nous pouvons passer a la derniére partie de notre projet, déterminé
comme : un senseur qui détectera les protéines surexprimées dans les cellules
cancéreuses. Dans le cadre de notre projet, le senseur est un ribozyme allostérique et
plus précisément un aptazyme. Cet aptazyme est une combinaison d’'un aptameére et d’'un
ribozyme qui est capable, simultanément, de détecter une molécule d’intérét et de réagir
en réponse a cette détection par une activation ou une inhibition d’'une réaction
catalytique. Dans ce chapitre, nous proposons une nouvelle méthode de sélection de
ribozymes allostériques inactivés ou activés en liant la protéine cible. Nous montrons
aussi que dans un contexte de diagnostic les aptazymes obtenus peuvent étre utilisés

comme des biosenseurs des biomarqueurs de certains cancers.
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Dual selection for aptazymes for biosensor development
purpose

Double sélection des aptazymes a des fins de développement de
biosenseurs

Sabrine Najeh?!, Jonathan Perreault?, Yves St-Pierre!

1Centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie, Institut national de la recherche
scientifique (INRS), 531 boulevard des Prairies, Laval, QC, H7V 1B7, Canada

Etat du manuscrit : Les résultats du manuscrit seront utilisés pour déposer un brevet,

alors ce manuscrit sera soumis suite au dép6t du brevet.
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rédaction de l'article ont été mon travail.
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8.2. Abstract

Allosteric ribozymes are adaptable to any desired application by the fact that they can be
selected for any type of molecule. They can be applied as gene regulation tools, logic
gates as well as biosensors. Multiple methods were developed for their selection ranging
from in vitro and vivo isolation to rational and computational design. The selection can aim
to obtain a ribozyme induced by the ligand binding or the opposite. In this paper, we
describe a new selection method that take in account both the affinity of the ligand and
the cleavage activity of the ribozyme. We also present the results of using a mutated
catalytic core of a hammerhead ribozyme, for the selection of inactive aptazymes that can

be applied as biosensors.
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Résumé

Les ribozymes allostériques sont adaptables a toute application souhaitée par le fait qu'ils
peuvent étre sélectionnés pour tout type de molécule. lls peuvent étre appliqués comme
outils de régulation de l'expression génique, des portes logiques ainsi que des
biosenseurs. Plusieurs méthodes ont été développées pour leur sélection, allant de la
sélection in vitro et in vivo a la conception rationnelle et computationnelle. La sélection
peut viser a obtenir un ribozyme induit par la liaison du ligand ou l'inverse. Dans cet article,
nous décrivons une nouvelle méthode de sélection qui prend en compte a la fois I'affinité
du ligand ainsi que l'activité de clivage du ribozyme. Nous présentons également les
résultats de l'utilisation d'un cceur catalytique muté d'un ribozyme en téte de marteau, pour

la sélection d'aptazymes inactifs pouvant étre appliqués comme biosenseurs.
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8.3. Introduction

Small self-cleaving ribozymes represent a powerful tool in synthetic biology due to the
versatility of their use and the ease of their modifications. They have multiple applications,
from controlling gene expression to their use in complicated logic circuits (Park et al.,
2019b). The control of their activity becomes an advantage, to ensure a safety lock when
needed and permit sensing. For this purpose, allosteric ribozymes were developed (Araki
et al., 1998). The allosteric regulation of a molecule requires the binding of an ‘effector’
molecule in a site other than the active site. This binding generates a conformational
change in the structure resulting in the activation or the inhibition of the molecule’s function
(Wallden et al., 2007). This mechanism is used by many enzymes involved in different
metabolic and cell signaling pathways, representing one of the firm and solid control
mechanisms that cells have to ensure the well-being and the homeostasis needed for
survival (Bu & Callaway, 2011).

Until the end of the 90s, all catalytic RNAs discovered were not subject to any allosteric
regulation. In 1997, the Breaker lab came up with the idea of applying the allosteric
regulation principle to catalytic RNAs to have a control on their activity (Tang & Breaker,
1997). The development of SELEX (systematic evolution of ligand by exponential
enrichment) (Tuerk & Gold, 1990a) had a major role in this progress since it allowed the
selection of aptamers to bind any desired molecule or cell. The Breaker lab used rational
design to implement already selected aptamers into a minimal hammerhead ribozyme
(HHRZz) stem. The idea came from the fact that aptamers can potentially have two states
of structure depending on the binding of the ligand. By inserting an aptamer into a
ribozyme’s sequence, the structure could be manipulated, thereby affecting its activity.
This combination was named aptazyme by Roberston and Ellington in 1999 (Robertson &
Ellington, 1999).

While the construction of aptazymes was optimized, many findings helped understand the
importance of allosteric regulation. One of these discoveries was ‘riboswitches’, formed
by two elements, a sensor part binding specifically a metabolite and the expression
platform acting in accordance to the change in the aptamer structure (Garst et al., 2011).
In prokaryotic cells, the mechanism of riboswitches is simpler than the riboswitch-

mediated modulation of splicing in eukaryotic cells (Garst et al., 2011; Li & Breaker, 2013).
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In either case, trying to convert synthetic aptamers into riboswitches to control the
expression of a new target was not a simple task. The discovery of two natural allosteric
ribozymes showed that inducible ribozymes could be a simpler way to reach the goal of
universally active synthetic riboswitches. The first ribozyme was ‘GImS’ and is induced by
glucosamine-6-phosphate for cleavage (Savinov & Block, 2018). Even though the binding
of Glc-6-P does not induce a structural change in the ribozyme structure, the GImS
ribozyme acts as if it was allosteric because its dependence on a cofactor. The other
ribozyme is a member of the group | intron and its activity is controlled by c-di-GMP (Chen
et al., 2011).

All these reasons combined, paved the way to the development of different methods to
select and design new aptazymes. Ligand-dependent HHRZs were designed using
rational methods by engineering the HHRZ sequence to fuse the aptamer in the right
position for inducible activity (Amontov & Jaschke, 2006; Soukup & Breaker, 1999a; Tang
& Breaker, 1997; Vaish et al., 2002). Another strategy used a communication module by
inserting a random sequence between the HHRz and the aptamer and selecting those
with the desired response from the aptazyme (Auslander et al., 2010; Pu et al., 2020). The
communication module could also be created by inserting mutations into the HHRz stem
holding the aptamer (Wieland & Hartig, 2008). Finally, to select aptazymes responding to
molecules for which no aptamers exist, a random sequence of up to 50 nucleotides was
inserted in one of the HHRz stems (Ferguson et al., 2004; Koizumi et al., 1999a;
Robertson et al., 2004).

Aptazymes were developed for different kinds of applications because they presented
many advantages. As an example, allosteric ribozymes formed solely by RNA when used
in cells have a low immunogenicity compared to proteins and antibodies. They are smaller
in size and easier to express due to the absence of post-transcriptional and post-
translational modifications. Moreover, they have the ability to function either in cis,
cleaving the RNA directly in which it is inserted, or in trans, acting on a different target.
Ligand-responsive ribozymes have been used in different applications mainly gene
expression control in prokaryotic cells (Felletti et al., 2016a; Wieland et al., 2009; Wieland
& Hartig, 2008) and mammalian cells (Beilstein et al., 2015; Nomura et al., 2013; Zhong
et al., 2016b) and even in vivo (Rehm et al., 2015; Win & Smolke, 2008). Aptazymes were
also used as biosensors for different types of molecules, owing that to their ability to

translate the detection of the ligand into a readable signal generated by the ribozyme’s
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activity (Ogawa, 2009; Rueda & Walter, 2006). Actually, a lot of DNA and RNA-based
aptazymes were developed as biosensors for the detection of metabolites, environmental
conditions, pollutants, proteins, etc (Gong et al., 2015; Jaffrey, 2018) (Debiais et al., 2020;
Frommer et al., 2015; Porter et al., 2017; Rueda & Walter, 2006).

In this paper, we are presenting a dual selection method of active and inactive aptazymes
detecting proteins included in cancer and the spike protein from MERS-COV. These
aptazymes can potentially be used as a biosensor for the detection of diseases and also
to control gene expression in cells. The novelty we are presenting is the ‘inactive’ version
of selection library, which has a mutated catalytic core of the HHRz shifting its activity from
cleavage in presence of magnesium to cleavage in presence of manganese. The
advantage of our method is the ability to get aptazymes that are highly active in absence
of the target, but are inhibited in its presence, which is more challenging to perform with
the existing methods. This is due to the fact that most selections made for the allosteric
activity of HHRzs are done in presence of magnesium (present in the transcription buffer)
which increase chances that highly active HHRzs cleave before even being able to detect
the target. This leads to having aptazymes with low activity when the ligand is not in the

media.

We performed fifteen rounds of SELEX, to select both protein induced and inhibited
versions of aptazymes. Chosen enriched aptazymes sequences were tested for their
activity. Those selected aptazymes were then used with fluorogenic aptamers to develop

biosensors.

8.4. Materials and methods

e Library construction

We built two libraries: one for active aptazymes in presence of the target and one for the
inactive aptazymes. The design was based on the structure of the theophylline aptazyme
that was originally formed by the combination of a minimal HHRz and the theophylline
aptamer inserted in stem Il of the HHRz (Soukup & Breaker, 1999b). In our design, we
replaced the theophylline aptamer by 50 random nucleotides which construct our library

for the selection (Figure 8.1).

For the ribozyme, it is originally active in presence of 10 mM of Mg?*. A recent study from
our group has shown the discovery of a HHRz active in presence of Mn?* but not Mg?*

(Naghdi et al., 2020). The only difference in this HHRz is a variation in the catalytic core
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in position A6 (CUGANGA) that is in this case a C. In the same study, the mutation ‘A6C’
was performed in another HHRz, also leading to a HHRz, inactive with magnesium and
active with manganese. Using this mutation, we were able to build two libraries with this

one nucleotide difference in the catalytic core.

The libraries were named Library A for the WT ribozyme (CUGANGA) and library C for
the mutated one (CUGCNGA) (Figure 8.1). The library A was used for the selection of
aptazymes activated by the ligand, and the library C to select aptazymes inactivated by
the ligand. Library C is used for inactive aptazyme selection to prevent cleavage during
transcription (which contains 24 mM MgCl.), giving time for the ligand to bind the aptazyme
before the cleavage reaction. A summary of libraries and the activity of selected

aptazymes is in Table 8.1.

A A
G A
c-c 50N
-G
Theophylline G— C
aptamer c
C
U
u
-G
C-G
A C
uooA A-G
hte G-U
ication G = U Communication G~ U . E|EX of activated
Communication module u-a |libA © ot
module u : A c—cG aptazymes selection
Stemn)  S7C Gtemi) - lib ¢ SELEX of Inactivated
c A C G—-C aptazymes selection  C
AG -C U A G UU
© GA Y WT An UG AA i
. A c A C mutated S __C_ A
CatalyticAG Af?ﬁ?(llf(lj(; (lj(l UG AI(Ingi\Clﬁj(IJCI1 CI1CI
core C CUGCGUGA(C U G Catalytic UCC GCUGCGUGACC UG
g - g [} Stem Il r core c - Gk Stem I G
A - N Cleavage C A-U Cleavage CA
- ) A )
Py site GG G-U site GG
A-G Ay A~ G H Ccatalytic core
G-C Gy Stern | G~ C @ Communication module
G—U Steml Gg G=U  mSpinach aptamer(SpA)
G-C €aq G-c¢C fragment
A G A G [ AntiSpA
AA A A

G
GGG

Figure 8.1 Library sequence design
Left: the original sequence of Theophyllin aptazyme with modified Stem I. Right: Our library design
where theophylline aptamer was replaced with 50 random nucleotides. The design was the same for
Lib (A) and Lib (C) except for the A6 position (arrows).
After transcription, when selecting for an aptazyme inactive in presence of the target, the

ones that cleave will be discarded and those kept inactive are recovered and used for the
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next selection cycle. The risk of using conventional aptazymes that cleave in presence of
Mg?* is that only slow ribozymes will be selected. Indeed, transcription buffer is
concentrated in magnesium, which enhances the cleavage of “standard” active
aptazymes. Also, the highly active aptazymes will cleave immediately after being
transcribed, too fast to have the opportunity to bind the ligand supposed to inactivate the
aptazyme. This implies that most of the good candidates of highly active aptazymes could

be lost because they cannot be selected after the cleavage.

Hence, by using the library C with the A6C mutation, no cleavage will happen during
transcription, even if the aptazymes have the active structure. Therefore, the aptazymes
will have sufficient time to fold into their structure and bind the target. After two hours of
transcription, the manganese can be added to the reaction and in this case, those that
were inactivated when binding the target will stay intact and we can recover them. With
this design, we have higher chances of selecting highly active aptazymes that are truly

inhibited by the target.

Table 8.1 Summary of libraries and selection

Library Activity of selected aptazymes Nomination

Library A (Lib A) | Active aptazymes in presence of ligand LigandtRz

Library C (Lib C) | Inactive aptazymes in presence of ligand | Ligand|Rz

e Amplification of library

The oligonucleotides for the libraries were ordered from IDT with 50 random nucleotides
(in loop 1) flanked by the core, stem Ill and a part of stem I. Two primers were ordered to
amplify the library, the forward had a T7 promoter and the sequence completing stem | as

well as a part binding to the library and a reverse primer covering the stem | (Table 8.2).

Table 8.2 Sequences for library amplification

Name Sequence
Forward Library A | TAATACGACTCACTATAGGGGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGCGTCGG
TTGTTCGAAAGGACGACCCTGATGAGCCTGG
Forward Library C | TAATACGACTCACTATAGGGGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGCGTCGG
TTGTTCGAAAGGACGACCCTGCTGAGCCTGG
Library GACGACCCTGATGAGCCTGG (50N) TTAGACGAAACGCACTGGCG

Reverse primer CGCCAGTGCGTTTCGTCTAA
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RNA complete | GGGGAGAAGGACGGGUCCAGUGCGUCGGUUGUUCGARAGGGACGACC
CUGAUGAGCCUGG (50N) UUAGACGAAACGCACUGGCGCAAUUC

library sequence

Brown: T7 promoter, Green: stem | (spinach aptamer part), Red: catalytic core, black: stem lll, violet:
stem Il (communication module)

The forward primer allows the regeneration of the cleaved part after each selection round.
Both libraries (at 25 nmoles each) were amplified by PCR using the corresponding set of
primers at a Tm of 51.3° C for lib (C) and 61.4 °C for lib (A). For amplification, for each
reaction 1 U/ul of Hot start Taq DNA polymerase (QIAGEN) was used in a reaction mix in
presence of its buffer (1X), Q solution (1X), 200 uyM of dNTPs and 1 uM of each
oligonucleotide. The size of PCR products was validated with 2% agarose gel. Using
ethanol precipitation, 8 ml of PCR products for each library were pooled together and
resuspended in 1.2 ml of Milli-Q water. The same protocol was used for the enrichment of
the selected aptazymes after every SELEX round, but with the use of 100 ul of PCR
product for the following rounds.

e RNA library preparation

For the RNA library named GO, 400 pl of PCR product was used for a total volume of 4 ml
of in vitro transcription reactions. For the enzyme, a home produced T7 enzyme was used
with transcription buffer (80 mM HEPES-KOH pH 7.5, 24 mM MgCl,, 40 mM DTT, 2 mM
spermidine) in presence of 3 mM of INTPs mix (rATP, rGTP, rCTP and rUTP) and 1 U/ul
of rnase inhibitors (NEB) and 1 U/ul of inorganic pyrophosphatase (Roche). After 2h30
incubation at 37°C, DNase | (NEB) was added to the reaction to degrade the DNA template
for 30 minutes. The produced RNA was extracted using double phenol/chloroform
extraction then precipitated with 100% ethanol. The precipitated RNAs were purified on
10% denaturing polyacrylamide gel (PAGE). For the library A, the band corresponding to

the uncleaved aptazymes was cut for elution in 0.3 M NaCl elution buffer overnight at 4°C.
e Validation of Library C cleavage in manganese

To ensure the activity of aptazymes in presence of manganese instead of magnesium,
purified RNA was incubated in cleavage buffer (100 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7 et
25 mM KCI), either in absence of metals or in presence of 10 mM Mg?* or Mn?*. For
comparison purpose, library A was incubated in presence or absence of Mg?*. All reactions
were incubated at 37°C for 60 minutes. The reactions were stopped using 2X denaturing
formamide dye (95% formamide, 10 mM EDTA, 0.025% bromophenol blue and 0.025%
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xylene cyanol) and RNA fractions were separated on 10 % denaturing PAGE. To be able
to visualize the results the gel was stained in TBE 1X buffer with 10 pl of gel stain (Transit)

for 20 minutes and it was visualized under UV with a gel doc (Biorad).
o CNBr agarose magnetic beads functionalization

Four proteins (Human Galectin 7 (Gal-7) and Galectin 1 (Gal-1) from Yves St-Pierre’s lab
(loaded with lactose), MERS-COV Spike protein and a fragment of this same protein) were
coupled separately to the CNBr agarose magnetic beads using the manufacturer’s
protocol with a concentration of 10 mg/ml of proteins for 300 mg/ml of beads. The
functionalization was validated by a Bradford test where 20 pl of beads were incubated in
1 ml of Bradford buffer. The beads were visualized under optical microscope to see the

color change from white for the negative control to blue in presence of proteins.
e Affinity selection

For the first selection cycle (G0), 1.5 nmoles of RNA (from library A or library C)(containing
in total ~10'* molecules, but considering that the template PCR had many copies for each
template and similarly that the transcription produces many RNA molecules from each
template, the actual sequence diversity is probably closer to ~10'?) was incubated with
100 pl of functionalized beads with the corresponding protein in 700 ul of SELEX buffer
(20 mM Tris-HCI (pH:7.4), 2 mM CaCl,, 5 mM KCI, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl,) and 1 pl
of RNAse inhibitor for two hours on a rotator. To remove the unbound RNAs, the tubes
were put on a magnetic stand for two minutes allowing the beads to stick to tube walls
leaving the supernatant containing the unbound RNAs. The supernatant was removed
and replaced with 1 ml of SELEX buffer to wash the beads for 20 minutes while on rotation.
This allows the weakly bound RNAs to also be removed to keep only those tightly bound

to the target. After the washing step, the supernatant is again removed

To elute the bound RNAs, the beads were incubated for 15 minutes at 75 C in presence
of RNase free water. These eluted RNAs were reverse-transcribed and amplified in one
reaction using a one-step RT-PCR kit from QIAGEN. The reaction contained 1 ul of one-
step RT-PCR enzyme mix with its buffer at 1X concentration, 200 uM of dNTP mix, 1X of
Q solution and the volume was completed with the eluted RNA and RNase free water.
Cleaved RNAs were regenerated by the forward primer because it included the missing
portion during the PCR step (Figure 8.2). After checking the PCR products sizes using

2% agarose gels, the DNA was precipitated with ethanol then transcribed in vitro using T7
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polymerase to obtain the G1 RNAs for the second cycle. Then, half of the DNA produced
by each PCR after every cycle was used for transcription, the other half was archived. The
rest of the rounds conditions are in Table 8.3.

Table 8.3 SELEX rounds and conditions

Round Beads (ligand) | Incubation Washes

1 100 ul (300 | Two hours 1:20 minutes
mg/ml)

2 20ul Two hours 1:20 minutes
(300mg/ml)

3 20 ul 1h45 minutes | 1: 25 minutes

4 18 pl 1h30 minutes | 1:30 minutes

5 16 1h15 1:35 minutes

6 14 1h 2 : 30 minutes each

7 12 45 minutes 2 : 30 minutes each

8 10 30 minutes 2 : 30 minutes each

9 10 15 minutes 2 : 30 minutes each

RNA Library Beads functionalized with proteins

DNA Library
e é%
N Transcription e
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Figure 8.2 Affinity Selection steps
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¢ Negative selection

After round 8, a counter selection using naked beads was applied. After round 9 negative
selection was applied using different proteins than the final ligand for the aptazyme.the
negative selection was applied after every cycle (conditions in Table 8.4)

Table 8.4 Negative selection conditions

Round Protein selected for Counter selection protein
After round 8 Gal-7-Gal-1 Naked beads
After round 9 Gal-7 Gal-1

After round 9 Gal-1 Gal-7

After round 10 Gal-7 Spike protein
After round 10 Gal-1 Spike protein
After round 11 Gal-7 Gal-1

After round 11 Gal-1 Gal-7

After round 12 Gal-7- Gal-1 Lysozyme
After round 13 Gal-7- Gal-1 Spike

After round 14 Gal-7- Gal-1 Lysozyme

e Allosteric Selection

After nine cycles of selection for the affinity only, cycles ten to fifteen were done based on
the allosteric activity of the aptazymes. For selection of aptazymes induced by ligand, one
step selection was used. During transcription, 10 ul of functionalized beads with target
ligand, was incubated with the reaction mix containing DNA of library A. After degrading
the DNA template using DNase | (NEB), RNA was extracted and fractioned on 10 %
denaturing PAGE. The band corresponding to the cleaved RNA length was cut from the
gel and eluted overnight at 4°C or one hour at room temperature. After precipitation, the
RNA was resuspended in 25 yl of SELEX buffer and used for the negative binding
selection step in presence of a non-specific protein. The unbound RNA, present in the

supernatant is used for the RT-PCR to produce the enriched DNA for the next cycle.
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Figure 8.3 Activity based selection steps

The red boxes indicate the bands cut from the gel for the purpose of retrieving the chosen RNA. A: for
lib(A) the selection is done in one step where the cleaved bands are cut and eluted. B: For lib(C) RNAs
eluted from the first gel corresponding to uncleaved ribozymes (left) are incubated with only
manganese to pick those active in absence of the ligand (left).

For selection of aptazymes inhibited by ligand, two steps of selection were used. At first,
after 2 hours of incubation with the target protein during transcription, 10 mM of Mn?* was
added to the reaction mix, allowing the cleavage reaction to occur if unwanted active
aptazymes were present. After running the RNAs on PAGE, the uncleaved RNAs were
selected and purified. To select only aptazymes that were originally active, but were
inactivated by binding the target protein, the purified RNAs were incubated in the cleavage
buffer (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7 and 25 mM KCI) and in presence of 10 mM
Mn?* without the protein 30 min at 37°C. After that step, following separation on gel, the
cleaved RNAs were precipitated after elution and used for the negative binding selection
step with non-specific proteins. To detect sequence enrichment, the PCR product of
different rounds (GO, G9, G12 and G15) were sent for deep sequencing by MiSeq
(Genome Quebec) and the enriched sequences were tested for their affinity and their

cleavage activity.
e Sequencing results analysis

MiSeq (lllumina) results have shown an enrichment of a few sequences in the last round.
Two enriched sequences for inactivated aptazymes were chosen to be tested for their
activity in presence of the targets. The chosen sequences were enriched for both Gal-7
and Gal-1. For the activated aptazymes, one sequence was picked for each protein (Table
8.5).
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Table 8.5 Aptazymes sequences

Name Sequence
Gal-?/lle 1 GGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGCGTCGGTTGTTCGAAAGGACGACCC
TGCTGAGCCTGGGTGTATCTACTTGGAAGAGAGCCACATTGGTTTGC
CTCTGTGTGTGCACCTTAGACGAAACGCACTGGCG
Gal-?/lle 2 GGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGCGTCGGTTGTTCGAAAGGACGACCC
TGCTGAGCCTGGTCACCTACAGACAGGAAGCCGAAATCATGCGTGTT
TCCACACGGTGCCTTAGACGAAACGCACTGGCG
Gal—?TRz GGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGCGTCGGTTGTTCGAAAGGACGACCC
TGATGAGCCTGGAAGCTGATACACTAGTGCGTTCGAGCTCCAATTAT
GGCGAGAACGTGGCGTTAGACGAAACGCACTGGCG
Gal 1tRz GGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGCGTCGGTTGTTCGAAAGGACGACCC
TGATGAGCCTGGATAGGCAGAGCACCATTTTTGCGCTCAACGTGTGG
AATGACTTTGGCTGGTTAGACGAAACGCACTGGCG
Forward GGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGC

Reverse CGCCAGTGCGTTTCGTCTAA

Color code: red : catalytic core, green:SpA, blue : anti SpA, dark red : aptamer sequence. Arrows : |
inhibited, 7 induced.

¢ A6C mutation reversing

The C6 mutation in the aptazymes sequences was reverted to A to check if our hypothesis
of selecting new ribozymes using the C in position 6, would lead to aptazymes active in
standard conditions, i.e. with magnesium rather than manganese. The sequences were
amplified using a primer with A6. The templates for the mutated and the WT versions of
the aptazyme sequences were transcribed in presence of magnesium (present in
transcription buffer). The cleavage activity was detected by running the RNA, after ethanol

precipitation, on a 6% denaturing polyacrylamide gel.
e Aptazyme activity validation

The aptazyme DNA sequences were ordered from Twist biosciences and amplified by
PCR using the primers in Table 8.5. For PCR the Tm used was 56°C and Tag DNA
polymerase and its buffers from NEB were used. After size verification by agarose gel
electrophoresis, PCR products were precipitated by ethanol and used as templates for
radioactive transcription. Transcription was done using [a- *2P]JUTP and T7 polymerase in
presence of transcription buffer and rNTPs (10 mM except for UTP that was used at 4 mM
concentration) for 2h30 at 37°C. Transcription was performed in absence of manganese
to make sure that no cleavage can occur. RNA was precipitated by ethanol then purified
on a 6% denaturing polyacrylamide gel. The RNA was then eluted from the gel overnight

at 4°C. The RNA was again precipitated with ethanol.
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Cleavage activity was tested in presence of increasing protein concentrations. Because,
inactive aptazyme sequences were enriched for both galectins, each sequence was tested
with both proteins. The galectins concentrations ranged from 100 nM up to 4 uyM. Each
reaction contained the cleavage buffer (10 mM MgCl,, 100 mM NacCl, 50 mM Tris HCI, pH
7.4, 25 mM KCI), 4 pl of radiolabelled RNA, 2 ul of protein (10X of the corresponding
concentration) and 4 mM of MnCl, for inactivated aptazymes or 10 mM MgCl, for the
activated ones. Before adding the divalent ion to the reaction, all the components were
mixed and the manganese or magnesium was added immediately before the incubation
at 37°C for one hour. To detect the cleavage activity, the reaction products were fractioned
on a 6% denaturing polyacrylamide gel that was later exposed overnight to a phosphor

screen.
e Biosensor design

To use the aptazymes as a diagnostic tool, we wanted to prove that we can make it work
as a biosensor. To do so, the mango aptamer sequence was added to each aptazyme via
a linker sequence on the 5" strand of stem | (Figure 8.4).
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Figure 8.4 Aptazyme-mango aptamer complex functionalized on streptavidin bead

A fluorescent bead (red) functionalised with a biotinylated oligo with a complementary sequence to

the aptazymes 3" part of stem I. Mango aptamer (orange sequence) was bound to stem | from the 5
side.

The concept consists in using the fluorescence of mango aptamer as an indicator of the
presence or absence of the target protein. The idea is that whenever the ribozyme is
activated, the mango aptamer sequence is separated from the aptazyme due to the
cleavage reaction. To be able to remove the cleaved sequences, each aptazyme and
mango aptamer complex was immobilized on an internally dyed bead. When mango
aptamer is still attached to the aptazyme, the fluorescence of TO1-biotin will be detected
simultaneously with the beads’ fluorescence. In the opposite case, when the mango

aptamer is released after cleavage, only the beads’ fluorescence will be detected.
e PCR and transcription

The DNA matrices used were the same as above. To add the mango aptamer sequence

a forward primer was used with an overhang containing the aptamer sequence and a linker
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sequence (Table 8.6). The reverse aptamer had an overhang with a sequence
complementary to a biotinylated oligonucleotide. The biotinylated oligo is used as a bridge

to bind the aptazymes to the streptavidin beads.

Table 8.6 Primers and biotynilated oligo sequence

Name Sequence
Forward TAATACGACTCACTATAGGGGGCACGTACGAAGGAGAGGAGAGGAA
Apta+Mango GAGGAGAGTACGTGCAGGACGGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGC

Reverse Apta CGTATTCTGCCGCCATCTTACTCGCCGCCAGTGCGTTTCGTCTAA
Beads binding oligo CGCTCATTCTACCGCCGTCTTATGC-Biotin

e Streptavidin beads functionalization

Quantumplex streptavidin beads from BanglLabs, are five populations of 4.4 um beads,
internally dyed with different degrees of starfire red. The beads were functionalized with a
biotinylated oligo that have a complementary sequence to an added sequence on the 3
strand of stem | of each aptazyme. The functionalization was done according to the
manufacturer’s protocol. Each beads population was later incubated with one of the
aptazyme-mango complexes in a buffer containing 250 mM Tris HCI, pH 7.5, 25 mM KClI,
100 mM NaCl. The hybridization reaction was done at 37°C for 20 minutes. Two washing
steps were applied using TTE buffer (20 mM Tris HCI, pH 7.5 and 0.002 % Tween) to

remove any unbound sequences.
o Cleavage tests and fluorescence detection

For each aptazyme, the functionalized beads were incubated in presence of cleavage
buffer (100 mM NaCl, 50 mM Tris HCI pH 7.5), 2 uyl of TO1-Biotin and an excess
concentration of the target protein (6 pM). Also for specificity evaluation purpose the

complexes were incubated with spike protein (non-specific).

Aptazymes binding both galectins were incubated with either Gal-7, Gal-1, spike or without
any protein. The Gal-7-activated aptazyme and the one activated by Gal-1 were each
incubated with or without the corresponding protein. To activate the cleavage reaction, 10
mM of MgCl, was added to the aptazymes with the WT sequence and 4 mM of MnCl; to

the inactivated aptazymes just before the incubation at 37°C.
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8.5. Results
8.5.1. Validation of library (C)

Both WT and mutated libraries were transcribed and incubated with either magnesium or
manganese. The WT library was completely inactive in absence of magnesium but active
in 10 mM magnesium. On the other hand, the mutated library was inactive in presence
and absence of magnesium, but active with manganese (Figure 8.5). The C6 core variant
was characterized by our group and we saw it as an opportunity for the selection of inactive

aptazymes using this strategy.

Library Lib A Lib C

Cations - Mg - Mg Mn

(10 mM) N A S
Cleaved (%) o 20 15
fraction

Figure 8.5 Libraries activity in presence of magnesium or manganese

8.5.2. SELEX

The selection for inactive aptazymes in presence of Gal-7 and Gal-1 was carried out
following fifteen cycles, nine cycles for affinity selection followed by six cycles for cleavage
activity selection which includes activity counter selection with ligand and activity selection

in the absence of ligand.

The affinity selection was performed by magnetic affinity purification with the target protein
ligands. During the nine affinity-based rounds, transcription in absence of ligand showed
no cleavage for the library A. After the ninth round, during transcription with the ligands,
cleavage was detected for the library A, and for the mutated library when manganese was

added to the reaction in the last 30 minutes.

For the library C, when the ribozymes inhibited in presence of proteins were recovered
from the gel and incubated with manganese in absence of proteins, cleavage was

detected, which implies that there was an enrichment of sequences that are able to bind
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the proteins and be inactivated in their presence. This also indicated our strategy to select

aptazymes was successful.

This is the first study that employs a library with a mutated ribozyme core that gets
activated with a component other than the target ligand itself. This strategy circumvents
the problem of selecting inactive aptazymes. Otherwise, if the consensus core is used, the
final selected aptazyme would likely have a poor cleavage efficiency. This is because they

would be selected among the ribozymes that cleaved the slowest during transcription.
8.5.3. Sequencing results

Several artefacts (wrong size of the library, primer dimers and polymers) revealed by deep
sequencing complicated a thorough and quantitative analysis of the selected sequences.
Nevertheless, the relevant sequences from the last round of SELEX are shown in Table
8.7. Some sequences were the same for both Gal-7 and Gal-1, which indicates that they
probably bind a common region in the proteins as there was 36% of similarity in the amino
acid sequences of both proteins with a region of six successive identical amino acids.

Structure prediction of these aptazyme sequences are in Figure 8.6.

Table 8.7 Frequency of chosen sequences (from sequencing results)

Name Sequence Enrichment

Gal-7/11|Rz 1 | GGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGCGTCGGTTGTTCGARAGGACGACC | 279/707 Gal-7
(Lib C-inhibited) | CTGCTGAGCCTGGGTGTATCTACTTGGAAGAGAGCCACATTGGTTT | 4/13 Gall
GCCTCTGTGTGTGCACCTTAGACGAAACGCACTGGCG

Gal-7/11|Rz 2 | GGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGCGTCGGTTGTTCGARAGGACGACC | 5889/7104 Gal-7
(Lib C-inhibited) | CTGCTGAGCCTGGTCACCTACAGACAGGAAGCCGAAATCATGCGTG | 4/17 Gall
TTTCCACACGGTGCCTTAGACGAARACGCACTGGCG

Gal-71Rz GGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGCGTCGGTTGTTCGAAAGGACGACC | 2/30
(Lib A-activated) | CTGATGAGCCTGGAAGCTGATACACTAGTGCGTTCGAGCTCCAATT
ATGGCGAGAACGTGGCGTTAGACGAAACGCACTGGCG

Gal-11Rz GGGGAGAAGGACGGGTCCAGTGCGTCGGTTGTTCGAAAGGACGACC | 2/33
(Lib A-activated) | CTGATGAGCCTGGATAGGCAGAGCACCATTTTTGCGCTCAACGTGT
GGAATGACTTTGGCTGGTTAGACGAAACGCACTGGCG

Color code ; red : catalytic core, green:SpA, blue : anti SpA, dark red : aptamer sequence
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Figure 8.6 Predicted structures of two aptazymes binding Gal-7

Structure predictions obtained by Vienna RNA tool. The colors indicate the base pairing probabilities:
Orange to red: higher probability of base-pairing, green-yellow: lower probability of base pairing. The
Gal-71|Rz 1 (Left) forms an active structure where the catalytic core is correctly formed in absence
of the ligand. Whilst Gal-7TRz’s (right) catalytic core is not fully free to have an active cleavage which
will probably be rearranged with the binding of the ligand allowing the activation of the aptazyme.
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To validate the activity of ribozymes when the C6 is reverted to A, the inhibitable aptazyme
Gal-7/1|Rz1, Gal-7/1 |Rz2 as well as Gal-7/1 |[Rz1C6A and Gal-7/1 | Rz2 C6A were tested
during transcription (presence of magnesium)(Table 8.8). The gel results have shown high
cleavage rates during transcription for sequences reverted to A6 (71 and 66%), while C6
had a low activity in absence of manganese (21%) (Figure 8.7). This result confirmed our
hypothesis that selecting with the A6C mutation can be used for selection and reverting it
later would allow the use of these aptazymes in living organisms since they are active in

presence of magnesium at physiological concentration once the mutation is reverted.

Table 8.8 Inactive aptazymes with reverted mutation

Selected inactive aptazyme | Aptazyme with reverted mutation
Gal-71|Rz1 Gal-7/1|Rz1 C6A
Gal-711|Rz2 Gal-71|Rz2 C6A

Aptazyme Gal7/1iRz1 Gal7/1lRz2
Version C6 C6A C6 C6A

- -
Cleaved

fraction(®%) 21 71 21 67

Figure 8.7 C6 aptazymes and with reverted mutation (C6A)

Aptazymes binding both galectins were tested with the mutated core (C6) and the reverted mutation
(C6A) for activity during transcription.

To confirm the activity of the selected aptazymes, after RNA synthesis, each sequence
was incubated with increased concentrations of each protein. The aptazyme Gal-7/1 |Rz1
showed an activity of 50 to 60% without protein and in presence of concentrations of gal-
7 below 3 yM. When Gal-7 concentration was 3 and 4 uM a decrease in cleavage activity
was detected (41 and 32%). This indicates that the target was able to inhibit the
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aptazyme’s cleavage activity. For the same aptazyme, 0.4 uyM Gal-1 partially inhibited
activity (Figure 8.8 A). These results are preliminary because the gel showed a lot of RNA
degradation that might be caused by an RNAse contamination.

Activity of the second aptazyme Gal-7/1|Rz2 decreases with both Gal-1 and Gal-7 at 2
MM (cleavage from 40-48% to 10-15%) (Figure 8.8 B). For the inducible aptazymes, two
sequences were tested, one for Gal-7 and the other for Gal-1. The aptazymes Gal11Rz
labeling was not very successful so the results were unclear (not shown). In the case of
aptazyme Gal-71Rz, the cleavage rate increased at almost 15% (from 31% to 45%) in

presence of high concentrations of Gal-7 (Figure 8.8 C).
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Figure 8.8 Aptazyme cleavage activity

A and B : Aptazymes Gal-7/1|Rz1 and Gal-7/1|Rz2 were tested for self-cleavage in presence of
either Gal-7 or Gal-1. (C) Aptazyme Gal-71Rz was tested for cleavage in presence of Gal-7.
Aptazymes Gal-7/1|Rz1 and Aptazymes Gal-71Rz were labeled with alpha-32P-UTP and aptazyme
Gal-7/1|Rz2 was labeled with gamma-32P-ATP .The cleavage rate is presented in the bottom of the
gelsin (%). FL : Ful length- Clv : Cleaved. The presence of multiple bands is the result of a probable
non specific degradation generating a smaller product size for both the FL and the cleaved
regions. The different distance between the bands from one gel to another is due to the gel size
and the running time.
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The idea behind building the biosensor is to have a system that allows multiplexing. The
use of a fluorescent bead and a fluorescent aptamer allow the detection of two signals,
one to identify the molecule present with the color of the bead and one to quantify the
concentration of the detected molecule. This will be possible once beads of different colors
are used for each detected molecule or with a different degree of the same color. This
idea is based on the Luminex system, which uses beads of different degrees of red color
on which primary antibodies are functionalized. The antibodies bind a specific ligand and
the revelation of its presence is done by the use of a secondary antibody linked to a
fluorophore. Even if we have tried to identify only one analyte at a time, in principle, the
beads used in this project allow multiplexing. Future work will explore multiplexing

possibilities with aptazymes.

The functionalization of DNA-aptazyme-mango aptamer complex on the beads was
confirmed by mango fluorescence detection when the RNA is present. The confocal
microscope images (Figure 8.9) show that the aptazyme are responding as expected.

In the case of the aptazymes induced by Gal-71Rz and Gal11Rz, in absence of the
proteins, no cleavage occurred resulting in the detection of the enhanced TO1-Biotin
fluorescence indicating the presence of mango aptamer on the beads. On the other hand,
when the proteins are added to the cleavage reaction, the TO1-biotin fluorescence is lost
confirming the separation of mango aptamer from the DNA-aptazyme-mango complex

functionalized on the beads (Figure 8.9 A-B).

Both inhibitable aptazymes Gal-7/1|Rz1 and 2 were inactive in presence of manganese
and 6 uM of Gal-7 or Gal-1, while they were active in absence of the proteins (Figure 8.9
C-D). This change in activity was detected when mango aptamer fluorescence remains
bound to the beads when the proteins are present in the solution, proving that the cleavage
did not occur. The opposite was seen when the functionalized beads were incubated
without galectins, then washed, no signal was detected, meaning that the cleavage had

taken place, resulting in the loss of the mango aptamer at the washing step.

The results showed here are preliminary but encouraging. The beads used are made of
polystyrene so their manipulation was quite hard and many were lost during transcription
as well as many showed aggregation. This explains the different bead numbers showed

on the Figure 8.9 and the orange or yellow halo around the beads.

204
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Figure 8.9 Confocal microscope images of functionalized beads after cleavage reactions

Images were taken using the same parameters using Cy5 wavelength for detection (635nm) of the
starfire red (beads fluorescence) and Cy3 wavelength (569 nm) for TO1-Biotin (mango aptamer
fluorescence). Both fluorescences were superposed for each picture taken to show the presence of
beads functionalised with the RNA having or not the mango aptamer.

To confirm the specificity of the aptazymes’ activity, a non-specific protein, Spike protein
from MERS-COV-2 was used as a negative controle. Spike was incubated at the same
concentration with the different bead populations functionalized with the different
aptazymes. The results supported their specificity when the aptazymes acted the same
way in presence of spike as in absence of galectin proteins in case of aptazyme Gal-

7/1|Rz1 (Figure 8.9-C), whereas aptazymes 2 seems to be less specific (Figure 8.9-D).

This test is not enough to define the specificity of the aptazymes, but it indicates that, at

least, the aptazyme Gal-7/1|Rz1 does not bind to any protein since it does not binds to
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Spike (from MERS-CoV). To determine the real level of specificity of these aptazymes,
their affinity to other galectins and proteins present in the same cell type should be

evaluated.

8.6. Discussion

Aptazymes make a strong gene regulation tool due to the flexibility of their design and the
versatility of their applications in prokaryotic and eukaryotic cells. They also have the
advantage to be active in cis or in trans, and in both cases the cleaved target can be easily
modified (Ribosoft2.0 Article 3).

One method to build an RNA aptazyme is to select a new aptamer while using a known
ribozyme in which a random sequence is inserted (Ferguson et al., 2004; Koizumi et al.,
1999Db; Robertson & Ellington, 1999; Robertson & Ellington, 2001; Robertson et al., 2004;
Townshend et al., 2021a). This method was less used compared to the use of known
aptamer to insert in the ribozymes sequence (Ogawa, 2011; Ogawa, 2014; Pu et al., 2020;
Stifel et al., 2019b; Tang & Breaker, 1997; Zhong et al., 2016b). This method has the
advantage of selecting an aptazyme for any desired target depending on the final
application and not being limited to the library of the existing aptamers. On the other hand,
many published aptamers are very dependent to their selection environment (Byun, 2021).
This affect their activity in further applications, making it hard to choose an aptamer
sequence to use for making a new aptazyme. By using a selection of a complete structure
already combining the sensor and the effector parts, these risks are limited. Added to that,
the activity of the final aptazyme can be established from the start, and the conditions will
be decided and optimized to result in the best combination possible, responding to the

application’s needs.

Bringing this method one step further in this paper we present a new method of selecting
aptazymes inactivated by the target, by ensuring they have high cleavage activity when
the ligand is absent. We show the results of using a variant-core ribozyme library activated
by manganese to ensure the absence of cleavage during transcription. To our knowledge
this is the first study to prove it is possible to control the time at which the cleavage is
activated during transcription when the aptazyme ligand is present. This possibility gives
the RNAs in solution time to fold into their correct shape when bound to the target. Then,
when the manganese is added, the cleavage will occur only for the ribozymes activated

by the proteins or unbound to any ligand.
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When all ribozymes in solution are active only when manganese is added, it is as if we
are giving all the sequences an equal opportunity of binding the target which will define
their final shape. This would not be possible if ribozymes were able to cleave with
magnesium, where the ribozymes with the highest activity cleave as soon as they are
synthesized. These RNAs would not have the chance of binding the desired targets due
to their cleavage. Meanwhile, using the A6C mutant selection strategy we increase the
probability of picking aptazymes that are highly active in absence of targets, but are

inactivated in its presence.

With our results we showed that the obtained aptazymes are clearly active, but some
optimization still needs to be done to have a better specificity and a better ON/OFF switch.
We also showed that we could reverse the mutation to have active ribozymes in presence
of magnesium. These results show that our selected aptazymes can be used for in vitro
applications when mutated, and in vivo application by simply switching back to the

consensus catalytic core sequence.

The aptamer translates the presence of the target into a structural change in the
ribozyme’s overall conformation, triggering or inhibiting a cleavage reaction as a result.
This change can be translated into a detectable signal as exemplified by the biosensors
based on aptazymes. Most of the existing aptazymes were selected to be activated by the
aptamer’s target. In this paper, we present our biosensors based on the detection of Gal-

7 and Gal-1 that are highly expressed in many aggressive cancer types.

These proteins are expressed in both intra- and extra-cellular media. They are currently
detected by technigues based on the use of antibodies, like ELISA and Luminex assays,

that are efficient enough in this purpose.

In this project, the use of these proteins was just an example allowing the proof of concept
in detection of disease biomarkers with an RNA or nucleic acid based tool. The aim is to
have a less time consuming system that allows multiplexing with the use of less material,

and thus cheaper

The biosensor is based on the fluorescence emitted by mango aptamer when the target
is bound to the aptazyme. The use of a combination of fluorescent beads and a
fluorescent aptamer allows the detection with different methods, like microscopy,
fluorescence reading and flow cytometry. The latter technique would allow the detection

of multiple proteins in the same solution if beads of different colors are used for each
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target. This is similar to the multiplex immunoassay (luminex) capable of sorting up to 100
different targets. The advantage of using aptazymes instead of the traditional multiplex
immunoassay is the reaction time where the cleavage reaction time can be only 30
minutes and with optimized aptazymes it can even be lowered. Also, the existing luminex
multiplex immunoassay kit comes already with antibodies functionalized on the beads,
which first limits the targets to detect as well as the lifetime of the kit. In our suggested
method, the user needs to order only the beads and functionalize them with the desired
target aptazyme that can be easily synthesized in a lab when needed. The only limit of our
technique is the use of RNA that is unstable in physiological liquids, but this can be fixed
by adding modified ribonucleotides that protect RNAs from ribonucleases attacks making
its half-life longer. The stability problem can partially be circumvented by using
DNAzymes. However, DNAzymes also come with their limitations. For instance, DNA

cannot be “expressed” in cells as RNA-based aptazymes.
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Figure 8.10 Composantes du circuit final
Au final, I'activité de toutes les composantes du circuit logique a été démontrée, mais seulement in

vitro. L’activité des ribozymes dans les cellules n’a pas pu étre prouvée a ce stade, ni le lien entre les
ribozymes senseurs et ribozymes effecteurs.
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9. Discussion générale

Les ribozymes ont été I'objet de plusieurs études depuis leur découverte. Ceci est d0 aux
multiples fonctions catalytiques qu’ils possédent ainsi qu’a leur réle majeur comme
modeéles dans I'étude des structures secondaires et tertiaires de 'ARN. Bien que la
découverte du premier ARN catalytique ait eu lieu il y a presque 40 ans, le dévoilement
de nouveaux ribozymes par de nouvelles méthodes se poursuit jusqu’a nos jours (Chen
& Luptak, 2021; Olzog et al.,, 2021). Les ribozymes présentent différentes fonctions
comme la ligation et I'épissage, mais la fonction la plus étudiée et appliquée est celle du
clivage d’ARN (Weinberg et al., 2019b). Leur activité dépend de certaines conditions. Le
parametre majeur étant celui de conservation de la séquence du cceur catalytique ; le
reste de la séquence peut étre modifié a condition que la structure formée soit conforme
a celle du ribozyme sauvage. Ceci a permis d’intégrer les ribozymes dans plusieurs
applications. Cette intégration a été possible grace a la conception et a la sélection de
nouveaux ribozymes actifs en cis et en trans. Méme si, en théorie, il semble facile de
modifier la séquence d’'un ARN afin qu’il réponde aux critéres de son utilisation, lors de

I'application, ce n’est pas toujours le cas.

Ceci est causé par le fait que, pour une molécule d’ARN avec une séquence donnée, il
N’y a pas qu’une seule possibilité de repliement, mais il y en a plusieurs. Ce repliement
dépend de la séquence et est sujet au changement ou a la stabilisation par d’autres
facteurs. Comme exemple de facteurs, la présence des cations mono et divalents
réduisant la répulsion électrostatique entre les nucléotides, des protéines chaperonnes et
de I'encombrement moléculaire, permettent une stabilisation de la structure. Un
changement de ces facteurs peut produire des mésappariements menant a un mauvais
repliement. Par conséquent, l'activité de 'ARN mal replié peut étre réduite ou altérée,
puisque la bonne conformation d’'un ARN est essentielle a sa fonction. De ce fait, lors de
la conception de nouvelles séquences, il faut s’assurer de prendre en considération cette
condition de respecter la structure secondaire. En conséquence, plusieurs logiciels de
prédiction de structures ainsi que de conception de nouvelles séquences d’ARN

fonctionnels permettent de réduire les possibilités de mauvais repliements.

9.1. La conception des ARN synthétiques incluant des
pseudonoeuds
L’'un des motifs structuraux complexes et difficiles a inclure dans les programmes

bioinformatiques de prédiction et de conception est le pseudonceud. Nous rappelons que
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ce dernier se définit comme l'interconnexion d’'une région simple brin d’'une tige boucle
avec une autre région simple brin, a 'extérieur de cette tige sur la méme molécule d’ARN,
par 'appariement de base (Brierley et al., 2007; Pleij et al., 1985; Staple & Butcher, 2005).
L’'importance des pseudonceuds vient de leur réle dans la stabilisation des structures
actives d’une panoplie d’ARN fonctionnels comme les ribozymes, les riboswitches et des
régions des ARN viraux (Staple & Butcher, 2005).

Dans notre projet, nous avons pu valider I'efficacité d’'un premier logiciel de conception de
nouvelles séquences d’ARN a partir de structures connues impliquant des pseudonceuds.
« Enzymer », un algorithme publié en 2016 (Zandi et al., 2016), utilise I'approche du
repliement inverse pour engendrer des séquences d’ARN actifs. Nous avons été en
mesure de confirmer I'activité des ribozymes en téte de marteau ainsi que la formation du
pseudonceud par I'un des ribozymes prédit. Ceci a été prouvé par I'absence de I'activité
de clivage lorsque les nucléotides responsables de la formation du pseudonceud ont été
mutés. De plus, la conception non optimisée de nouvelles séquences par Enzymer a
également généré des ARN avec une faible activité. Un exemple ayant une structure plus
complexe, le ribozyme GImS comportant trois pseudonceuds, a été utilisé comme matrice
pour la génération de nouvelles séquences. Ceci a été la premiére conception par
repliement inverse d’'un ribozyme similaire au GImS ayant montré une activité. Les
études qui ont été produites précédemment sur le GImS impliquaient des librairies mutées
et des sélections in vitro. (Lau & Ferre-D'Amare, 2013; Lau & Ferre-D'Amare, 2016; Lau
et al., 2017; Link et al., 2006) Elles n’ont pas permis de sélectionner des versions aussi
divergentes de la séquence originale (du moins, pas validées individuellement) que celles
gue nous avons testées. Cet exemple montre trés bien limportance des motifs de
structures secondaires, car les pseudonceuds sont impliqués dans la formation du cceur
catalytique du ribozyme WT (Peselis & Serganov, 2014; Soukup, 2006). Dans ce cas, un
échec de conception des pseudonceuds pourrait engendrer un échec total de I'activité des

nouveaux ribozymes.

L’intérét montré aux pseudonceuds comme motifs de structure tertiaire dans le cas de
ribozymes auto-clivants est di au fait qu’ils peuvent étre utilisés comme troisiéme site de
liaison. Les pseudonceuds sont formés par des paires de bases canoniques, ce qui facilite
leurs prédictions ainsi que leurs conceptions par rapport a d’autres motifs de structures
tertiaires formés par des paires de bases non canoniques. Ceci leur donne 'avantage

d’étre plus faciles a inclure dans plusieurs logiciels de prédiction et de conception. Dans
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le cas de ribozymes en téte de marteau ayant un pseudonceud entre la tige | et I, comme
celui de Yarrowia lipolytica, pour la version trans du ribozyme, ils ont 'avantage de
posséder un site de liaison de plus a la cible. Cela résulte par trois sites de liaison a la
cible offrant plus de spécificité, limitant I'activité en dehors de la cible. Ainsi, ce site jouera
également le role d’'un verrou de sécurité, car I'absence de la cible complémentaire
résultera d’une activité réduite, voire absente du ribozyme. De ce fait, « Enzymer» a

'avantage d’inclure ce motif pour ce type d’application, et plusieurs autres.

Le développeur de « Enzymer » a déja montré I'efficacité, in-silico, de son programme, en
comparant des scores obtenus pour les paramétres du design avec ceux du WT. Ces
résultats étaient similaires ou meilleurs a ceux d’autres algorithmes ayant le méme but.
Néanmoins, pour les biologistes, et méme pour les bioinformaticiens, des résultats
expérimentaux sont requis pour assurer I'applicabilité des algorithmes. Dans le cadre de
notre projet, 'obtention de ribozymes actifs a été un succés démontré par des données
expérimentales, ce qui nous confirme la possibilité de compter sur Enzymer pour des

applications futures.

Malgré cela, Enzymer présente aussi des limites partagées avec la majorité de logiciels
disponibles actuellement, soit I'incapacité de prendre en considération des motifs de
structures tertiaires formés par des paires de bases non-canoniques. De plus, il sera utile
gu’un tel logiciel évalue l'inclusion des nucléotides avec des groupements modifiés. Ceci
serait particulierement utile dans deux cas, le premier étant la nécessité de modification
des ARN afin d’augmenter leur résistance a la dégradation par le remplacement du
groupement 2'OH du sucre par un 2'F, 2 O méthyl ou un 2' amine. Ce genre de
modification peut affecter la structure de 'ARN (Harcourt et al., 2017; Tanzer et al., 2019),
alors un logiciel qui permet de prendre en considération ses modulations aura beaucoup
d'intérét dans le domaine. En deuxiéme lieu, les nucléotides modifiés existent
naturellement dans certains ARN, comme les ARNt, les ARNr, certains INCARN, certains
miARN, etc (McCown et al., 2020). Lors de la conception de nouvelles séquences il est
important de conserver ces modifications car leur absence risque d’affecter la structure
ainsi que la fonction de ces ARN, bien que des développements récents permettent de
tenir compte des méthylation en N6 des adénines (Szabat et al., 2022), les logiciels de
repliements de structures ne peuvent pour l'instant pas prendre en considération la

majorité des bases modifiées.
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En fait, plusieurs logiciels et algorithmes de conception de nouvelles séquences d’ARN
avec l'approche de repliement inverse ont été publiés, avec une grande majorité ne
prenant pas en considération les pseudonceuds (Hofacker, 2003a; Honer zu Siederdissen
et al., 2013; Levin et al., 2012; Lyngso et al., 2012) (Dotu et al., 2014; Drory Retwitzer et
al.,, 2016; Retwitzer et al., 2020). Parmi les logiciels en mesure de concevoir les
pseudonceuds, peu ont validé l'activité des ARN congus en laboratoire (antaRNA
(Kleinkauf et al., 2015), MODENA (Taneda, 2015), nanofolder (Bindewald et al., 2011),
ERD (Esmaili-Taheri & Ganjtabesh, 2015) (Dotu et al., 2014) et (Yamagami et al., 2019).
Seule l'efficacité des ARN congus par les deux derniers logiciels a été validée avec des
expériences de laboratoire publiées dans le méme article (Yamagami et al., 2019).
L'importance de cette partie expérimentale vient du fait qu’elle nous permet non
seulement de valider les designs des ARN, mais aussi d’identifier les problemes et les
défauts des algorithmes a corriger pour obtenir des programmes réellement applicables
et plus performants. Ceci ouvre la porte a des applications futures utilisant des ARN plus
complexes comportant des pseudonceuds plus complexes et variés. En fait, il existe plus
de 200 pseudonceuds naturels ayant des topologies trés variées, classifiées en six types,

résumés dans la base de données pseudobase (https ://rnavlab.utep.edu/database). Un

exemple ayant une structure et une fonction complexe est 'intron du groupe | contrélé par
le riboswitch cyclic-di-GMP (Lee et al., 2010). Cette combinaison unigue et rare posséde
une structure comportant deux pseudonceuds et une fonction trés intéressante qui permet
un contréle étroit de I'expression génique. L’obtention des logiciels de conception assez
rigoureux et efficaces permettra de produire des séquences se repliant en de telles
structures, et méme de créer des structures avec de nouvelles fonctionnalités. Un ARN
rassemblant deux ou plusieurs aptaméres pour des ligands différents et une plateforme
d’expression ou un ribozyme représentera une combinaison parfaite d’un circuit logique

appliqué pour des maladies complexes comme le cancer.

9.2 Conception d’un systéme d’inhibition de génes

Les systémes d’inhibition de génes actuels sont multiples avec plusieurs logiciels gratuits
permettant leurs conceptions et prédictions. Ces systémes ont de multiples parameétres a
considérer en fonction de leur type et de I'application. CRISPR est le systéme qui a le plus
de succés depuis plusieurs années et il continue a surprendre les chercheurs avec la
vaste panoplie d’applications dans laquelle il est capable de s’intégrer. |l s’agit d’'un

systeme efficace avec un taux de succés assez élevé dans des tests in vivo, mais son
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défaut est la complexité du suivi de son destin intracellulaire incluant son activité et la
durée de vie de 'ARN guide (Shivram et al., 2021). Ceci vient de deux faits : la facon de
controler 'expression des ARN guides (ARNg) ainsi que I'amélioration de leur résistance
a la dégradation une fois qu’ils sont exprimés dans la cellule. Ceci se produit par I'insertion
d’autres ARN en aval ou en amont, dans le but d’avoir un switch ON/OFF afin de limiter
le fonctionnement du systéme CRISPR a un moment, ou dans un environnement désiré
(Collantes et al., 2021; de Solis et al., 2016; Wang et al., 2021c). Actuellement, il existe
plusieurs logiciels disponibles (résumé dans la Table 9.1) pour la conception des ARNg,
mais aucun ne prend en considération ces ajouts de séquences. Dans d’autres systémes,
comme pour les miARN, les petits ARN interférents et les ribozymes, un autre paramétre
s’ajoute, soit 'accessibilité de la région d’ARN cible (Kiryu et al., 2011; Sagan et al., 2010;
Tafer et al., 2008). C’est évidemment dans cette optique que le service web Ribosoft 2.0
de conception des ARNNnc, a été développé. Ribosoft 2.0 est apte a concevoir des
ribozymes conventionnels et allostériques actifs en trans ; I'ajout de I'option de conception
des ARN guide du systéme CRISPR est planifié. Ce service web a la capacité de générer
les ribozymes en prenant en considération des parametres liés a celui-ci ainsi qu’'a la
cible. En fait, depuis la premiére version du service web (Kharma et al., 2016), nous avions
montré l'effet important de la structure de la cible sur l'activité du ribozyme avec un
paramétre nommé « accessibilité ». Celui-ci indique la position du site du clivage et
d’hybridation du ribozyme sur ’'ARN a dégrader, qui est replié dans sa structure finale. La
nouvelle version du logiciel a conservé les mémes parametres, en rajoutant la possibilité

de concevoir beaucoup plus qu’un seul type de ribozyme.

Nous avons utilisé cette nouvelle version pour générer des ribozymes conventionnels de
deux types (en téte de marteau et pistol) et des ribozymes allostériques actifs en trans
controlés par la FMN. Une majorité des ribozymes conventionnels ont été actifs montrant
I'efficacité de la conception de ce type de ribozymes par Ribosoft2.0. En ce qui concerne
les aptazymes, seulement ceux inhibés par la FMN ont montré une activité spécifique en
présence du ligand. Ceci fait de Ribosoft2.0 un logiciel unique qui, permet non seulement
d'utiliser pratiquement n’importe quel ribozyme connu comme outil, mais qui peut
également fournir de multiples informations lors de la génération des résultats. Ceci rend
le choix des séquences par I'utilisateur beaucoup plus facile. Avec nos résultats présentés
dans le premier chapitre, nous avons pu montrer I'efficacité des ARN congus par ce
logiciel. De plus, I'obtention de ribozymes allostériques actifs en trans avec une génération

automatisée est une premiére dans le domaine. Il est important de mentionner ici aussi
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que les résultats expérimentaux ont permis d’optimiser le logiciel a plusieurs reprises
montrant ainsi, comme mentionné ci-plus haut, I'importance de ces données pour de
meilleurs résultats futurs. Ceci a été fait par I'évaluation de I'activité de ribozymes de
différents types a plusieurs reprises au fur et a mesure que le logiciel est entrain d’étre
développé et optimisé (résultats non pertinents dans le cadre du projet donc non montrés).
De plus, grace a nos résultats, présentés dans le sixieme chapitre, les développeurs
étaient capables de découvrir des défauts dans le systeme de classification donc de
filtration de ribozymes utilisé par Ribosoft2.0 qui ne donnait presque que des ribozymes

classifiés ‘1’ ce qui indique qu'ils sont supposés étre les meilleurs.

En conclusion, Ribosoft2.0 est un logiciel puissant ayant la capacité d'inclure la structure
de n’'importe quel ribozyme, tant que sa structure est connue. La flexibilité, tout comme la
fiabilité de Ribosoft2.0, nous ont permis de concevoir des ribozymes liant des miARN
d’'une facon simple et rapide. Bien que les résultats obtenus fussent seulement in vitro,
cecireprésente déja un avancement. En effet, quoique I'ajout de séquences additionnelles
de 20 bases soit trés simple en principe, le faire de fagon rapide en s’assurant que cet
ajout n’interfére pas avec I'activité du ribozyme constitue un exemple parmi d’autres de
l'utilité de Ribosoft2.0.

En paralléle au ribosoft2.0, un algorithme d’apprentissage automatique a été développé
par le méme laboratoire dans le but de concevoir des ribozymes actifs en trans, activés
par la liaison d’une séquence spécifique. L’exemple publié est I'activation d’'un ribozyme
par la liaison d’'une séquence ayant un nombre défini de répétitions d’un codon. Cette
liaison induit la restructuration du ribozyme et permet la liaison et la dégradation du
transcrit cible, soit TARNm muté de PABPN1, causant la maladie « Dystrophie musculaire
oculopharyngée » (Nicolas Kamel, 2020). Ceci est une autre preuve que la conception
automatisée ouvre la porte a une large gamme d’applications. De plus, elle offre une
option plus slre et sécuritaire quant a l'usage des ribozymes pour le contrdle de

I'expression génique.

Malgré tout ces avantages de ribozymes présentés ci-dessus et I'utilité de Ribosoft2.0
comme outil a utiliser pour obtenir des ribozymes applicables dans des thérapies, le
progres reste limité actuellement. Bien que I'optimisation des séquences et structures des
ribozymes a été faite par Ribosoft2.0, on n’était pas capable de montrer leurs activités
dans les cellules. Ceci implique qu'on n’a pas encore atteint le niveau d’amélioration

désiré qui permettra de compter les ribozymes comme outil de thérapie. Il y a actuellement
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un manque d’information sur certains paramétres qui affectent I'activité des ribozymes in
vivo. Comme exemple, la vraie structure des ARN cibles ainsi que leur interaction dans
les cellules avec d'autres ARN et protéines sont des paramétres mal compris et
partiellement ignorés par les logiciels de conceptions. La cassette d’expression de
ribozyme utilisée implique I'ajout de grands bouts de séquences de part et d’autres des
tiges du ribozyme, ce qui peut facilement affecter sa structure et évidemment son activité.
De plus, le destin des ribozymes dans les cellules aprés leur expression n’est pas

caractérisé.

En conclusion, les ribozymes sont une alternative trés intéressante aux outils utilisés
actuellement qui dépendent des protéines et qui touchent a ’ADN, mais leur arrivée au
méme stade que ces outils demandera encore des efforts pour mieux comprendre et

définir les paramétres essentiels a optimiser.

9.3. Importance de la validation expérimentale

Dans un cas de prédiction ou de conception, I'élément principal sur lequel le résultat
s’appuie est la similarité avec une structure donnée et une concordance avec des
parameétres précisés dés le début. Bien que ces données soient déja prises d’'un exemple
naturel, les résultats générés demeurent une simulation de la réalité qu’il faut valider. Le
manque de validation empéche d’avoir une optimisation et de découvrir les anomalies

d’un algorithme.

Notre choix d’un certain systéme ou algorithme vient du fait qu’il est fiable. Notre
expérience avec des ribozymes initialement prévus pour la thérapie génique nous amene
a penser que l'une des raisons derriere I'échec d’études cliniques impliquant des
ribozymes ou d’autres ARN non codants est le fait que l'on n’a pas encore saisi
parfaitement les paramétres a respecter pour avoir de meilleurs résultats. Parmi ces
parameétres on trouve, l'interaction de I'ARN effecteur avec sa cible dans le milieu intra-
cellulaire, la structure formée par cet ARN ainsi que sa cible, les interactions non
spécifiqgues qui peuvent avoir lieu, la durée de la demi-vie de ces ARN, etc. Ceci nous
ramene encore au point de départ, soit au manque de données expérimentales, alors a la
nécessité d’améliorations notables dans l'utilisation de ces données pour les transformer

en modeles prédictifs.

En fait, davantage de données expérimentales aideraient a avoir de meilleures prédictions

dans le futur. N'importe quel systéme de prédiction, ou une approche de « machine
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learning », par exemple, a besoin d’étre implémenté avec des données réelles, ce qui
signifie, dans notre cas, des résultats expérimentaux. C’est tout a fait similaire a la fagon
dont le cerveau humain fonctionne, c’est-a-dire que; notre compréhension est basée sur
I'expérience, peu importe s’il s’agit d’'une expérience vécue par soi-méme ou par d’autres.
De plus, la créativité en science dépend des connaissances scientifiques pour étre en
mesure de concevoir de nouvelles idées et d’avoir la capacité et le sens critique
permettant d’évaluer ces idées. Tout cela est applicable sur les logiciels de conception et
de prédiction, car la biologie synthétique est basée sur ce lien entre la biologie avec ces
données expérimentales et les nouvelles technologies. Ces derniéres permettent de

résoudre des problémes ou d’ouvrir de nouvelles portes en lien avec notre domaine.

9.4. Les aptameres : un exemple concret du manque de
données expeérimentales
Les aptameéres constituent un autre exemple qui montre la grande importance des
données. Une recherche sur Pubmed révele plus de 16 000 publications concernant ceux-
ci. Par contre, si 'on se penche sur les exemples concrets des aptaméres utilisés dans
des applications réelles comme thérapies ou biosenseurs, on n’en trouve que trés peu.
Le site ClinicalTrials.gov montre que seulement 50 aptameéres sont utilisés dans des
études cliniques. Il y a aussi quelques exemples d’aptaméres utilisés comme biosenseurs,
ainsi que des compagnies offrant des plateformes de sélection et d’utilisation d’aptameéres
comme SOMAlogic et Neoventures (Kaur et al., 2018). Ceci vient du fait que les
informations publiées concernent plutét la méthode de sélection, I'affinité et I'activité. Les
données sur les structures sont manquantes. La grande majorité des aptameres a été
seulement publiée avec des prédictions de structures, et non avec des structures
cristallines ni avec d’autres essais pour confirmer leur structure secondaire. Ceci laisse
un grand point d’interrogation sur la vraie conformation de la molécule ainsi que son
interaction avec son ligand et plusieurs autres paramétres comme la température de
dénaturation « Tm» et I'énergie libre. Des essais sont exécutés pour développer des
programmes informatiques permettant de prédire les types d’interactions entre une
certaine molécule et des séquences aléatoires d’ARN ou ADN. Ce sont des programmes
qui visent a faire des sélections in silico afin d’alléger I'étape de SELEX qui est la partie la
plus délicate, mais aussi la plus importante dans le processus de trouver un nouvel
aptameére, mais le progres reste limité (Ahirwar et al., 2016; Ishida et al., 2020; Kilgour et

al., 2021; Sanchez-Luque et al., 2014; Sepehri Zarandi et al., 2020; Yokoyama et al.,
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2017). La sensibilité du processus de SELEX vient des artéfacts de PCR qui peuvent
affecter la qualité de la librairie de sélection a cause des longs cycles d’amplifications
répétés. De plus, une petite contamination du ligand spécifigue avec un autre non
spécifique diminuera la spécificité de I'aptamére finale. Plusieurs autres facteurs entrent
en jeux, comme la dépendance de I'aptameére finale des conditions de sélection, les longs

cycles de SELEX dans le cas des librairies d’ARN qui rend la tache assez ardue, etc.

En conclusion, les modéles de prédictions de structures existantes ont été développés
avec l'information disponible. Plus nous aurons un grand nombre de données, meilleure
sera la prédiction et, a un certain moment, nous serons en mesure d’avoir un systéme de
prédiction fiable au point de ne plus avoir besoin de faire les tests expérimentaux (ou du
moins, pas autant). Le meilleur exemple est le logiciel « AlphaFold2 », développé par
DeepMind de Google, qui a permis, grace a des millions de données rassemblées au fil
des années, de prédire les structures de protéines a partir de leurs séquences d’'acides
aminés (Callaway, 2021). Le programme le plus proche de celui-la, dans le cas de I'ARN,
est « ARES » (Atomic Rotationally Equivariant Scorer) (Townshend et al., 2021b), qui
calcule des notations sur des prédictions de structures tertiaires des ARN ainsi que des
modéles structurels, mais qui a besoin de beaucoup plus de données expérimentales afin

d’atteindre le méme niveau de précision.

9.5. Le choix des ribozymes

La question qui se pose en présence des échecs des ribozymes dans des applications
réelles, est de savoir pourquoi choisir les ribozymes, et non d’autres types d’ARN dont

l'usage est plus répandu, comme les siRNA et CRISPR?

Les ribozymes présentent une grande flexibilité, ce que nous avons été capables de
prouver avec les divers ribozymes utilisés dans cette étude : les ribozymes
conventionnels, ribozymes contrdlés par un ou plusieurs oligonucléotides qui sont, dans

notre cas, des miARN, et finalement, les aptazymes liant des protéines.

De plus, ces ribozymes sont des ARN qu’on a pu tester in vitro, chez les bactéries et les
cellules humaines, ce qui montre l'universalité de leur application. Un autre avantage est
leur indépendance de cofacteurs ou de protéines chaperonnes, ce qui rend le test d’'un
grand nombre de séquences dans les essais en dehors de cellules beaucoup moins cher
que les autres types d’ARN, générant le méme résultat de «clivage », les rendant

compatibles avec une approche d’évolution in vitro comme le SELEX. De ce fait,
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I'automatisation des tests de clivage ou de sélection en développant des essais haut débit
est beaucoup plus facile (Townshend et al., 2021a). Ceci implique qu’avec les logiciels de
conceptions capables de générer des centaines de séquences a tester, en combinant cela
aux résultats générés par des essais de clivage haut débit, nous serons capables

d’optimiser les conceptions et ainsi d’avoir des ARN plus performants.

En contrepartie, les petits ARN interférants, les miARN ainsi que CRISPR ont besoin de
tout un systéme formé par des complexes protéiques qui coltent assez cher pour des
essais in vitro. De plus, des systémes d’expression acellulaire sont utilisés afin de produire
les protéines fonctionnelles du CRISPR par exemple, ce qui nécessite un processus
assez demandant en matériel et en temps (Jiang et al., 2021a; Lehr et al., 2021). D’autres
systemes comme TALENS (Transcription Activator-Like Effector Nucleases) (Bhardwaj &
Nain, 2021) et ZFN (Zinc Finger Nucleases) (Chandrasegaran, 2017) ainsi que les
oligonucléotides antisens (ASO) (Bennett, 2019) ne sont testables que dans les cellules
comme premiére étape. D’'un autre c6té, exprimer les ribozymes dans les cellules peut
étre fait a I'aide de vecteurs, mais aussi avec un ARN modifié, augmentant la demi-vie de
'ARN. Ceci n’est pas une option pour les approches basées sur CRISPR, sauf si les

cellules expriment déja la protéine, soit la partie active du systeme.

Malgré le fait qu’en théorie, les ribozymes s’avérent étre I'outil parfait d’inhibition génique,
ils semblent avoir perdu la course en comparaison avec les systemes mentionnés ci-
dessus. Néanmoins, cette comparaison est injuste ; un ribozyme est une entité
fonctionnelle par elle-méme en tant qu’ARN, mais pour tous les autres complexes, 'ARN
ou ’ADN n’est que le guide de livraison d’'une enzyme. Ceci peut représenter une raison
majeure de I'échec de l'activité d’'un ARN, car sa demi-vie trés courte, soit de quelques
minutes (Chen et al., 2008), ne peut étre comparable a des nucléases ayant des demi-
vies de plusieurs heures (Chen et al., 2016). De plus, les ribozymes passés aux études
clinigues étaient des ribozymes minimaux avec des structures beaucoup moins
caractérisées et moins bien comprises qu’aujourd’hui. Tout cela avait coincidé avec les
grandes découvertes des siRNA et CRISPR qui semblaient étre des outils plus puissants.
Actuellement, aucun essai clinique impliquant des ribozymes en tant qu’effecteur n’a été
fait en presque 20 ans, alors que les autres outils ont eu et continuent d’avoir beaucoup
de succes ; des centaines d’études se réalisent encore la-dessus (résumé dans la Table

9.1). Cette réalité ne nous a pas empéchés de travailler sur les ribozymes. Au contraire,
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avec nos travaux, nous essayons de trouver les meilleures facons pour exploiter la

puissance des ribozymes en apprenant des études réalisées dans le passé.

Table 9.1 Résumé des systemes utilisés en thérapies et leurs avancés

Systeme Avantages Inconvénients Outils de prédiction et | Avancées
conception
Ribozymes | Touche FARN | Faible efficacité | Quelques outils de | Plusieurs
clivant des | sans aucun effet | dans les cellules conception de ribozymes | ribozymes ont
cibles sur le génome et et de prédiction de cibles | atteint des essais
Découverte | les cellules (Ribosubstrate (Lucier et | cliniques mais
en 1983 germinales al., 2006b), Ribosoft | aucun parmieuxn’a
Faible (Kharma et al., 2016), | été approuvé pour
immunogénicité et Enzymer (Zandi et al., | un traitement. Les
toxicité cellulaire 2016), (Yamagami et al., | recherches
Activité 2019) académiques
indépendante de utilisant des
toute assistance. ribozymes pour des
Expression thérapies géniques
facilement (Han et al., 2021b)
contrblable ou anti-viral
continuent
CRISPR Réparation ou | Risque de fautes | Plusieurs laboratoires et | Aucun traitement
Découverte | élimination irréparables dans | compagnies (IDT DNA, | n'est encore
en 1993 compléte du géne | le cas de off-target | horizon discovery, | approuvé mais
(Groenen et | responsable de la | car le systeme agit | synthego, benchling, | plusieurs études
al., 1993) maladie avec une | sur 'ADN dans la | Thermofisher) ont | sont a I'étape des
efficacité et | majorité des cas. | développé des | essais cliniques
spécificité élevée. | Risque élevé de | programmes de | (Karamperis et al.,
Seulement la | dégradation hors | conception d’ARN guide, | 2021; Maeder et
séquence d’ARN | cible. la prédiction de | al.,, 2019)
guide doit étre | Obligation d’avoir | 'efficacité du systéme | (ClinicalTrials.gov:
modifiée pour | le site PAM | ainsi que les cibles non | NCT03545815,
chaque cible | (Protospacer spécifiques (Cas | NCT04037566,
différente (Lietal., | Adjacent  Motif) | OFFinder (Bae et al., | NCT04244656,
2020) dans la cible. 2014), CRISPRscan | NCT 04178382,
Facilité de | Tolérance assez | (Moreno-Mateos et al., | NCT03855631,
conception élevée des | 2015), CRISPR | NCT04122742,
d’ARNg. mésapparie- multitargeter (Prykhozhij | NCT03655678,
ments (Bhardwaj | et al., 2015), etc) NCT03745287)
& Nain, 2021)
Petits ARN | Machinerie de | Risque d’activité | De multiples | Trois  traitements
interférents | reconnaissance hors cible. compagnies ont leurs | approuvés par la
Découvert | est déja présente | Risque propres outils de | FDA et
en 1998 dans les cellules | d'immunogénicité | conception de siRNA et | commercialisés :
(Fire et al., | animales. élevée pour les | de prédiction de cible | 1-Lumasiran pour
1998) Efficacité élevée | siARN non | (eurofinsgenomics, Hyperoxalurie

(Hu et al., 2020)

modifié (Hu et al.,
2020)

Thermofisher, genscript,
invivogen, benchling,
IDTdna) et il y a d’autres
logiciels disponibles (si-
Fi (Luck et al, 2019),
DSIR (Vert et al., 2006)

primaire de type 1
(Garrelfs et al.,
2021)

2-Givosiran contre
la porphyrie
hépatique aigué
(Honor et al., 2021)
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3- Patisiran
amylose héréditaire
a transthyrétine
(Milani et al., 2019)

Oligonuclé | Différents Risque élevé | Des compagnies comme | Trois  traitements
otide anti- | mécanismes d’activité hors | genelink, benchling et | approuvés par la
sens (ASO) | d’action. cible IDT fournissent des | FDA:
Efficacité élevée Besoin de | outils de conception, | 1Traitement de
Dépend des | nucléotides mais il y a peu doutils | I'atrophie
systemes naturels | modifiés pour | disponibles en ligne qui | musculaire spinale
existant chez les | limiter ses effets | sont publiés par des | (Neil & Bisaccia,
cellules cibles. négatifs comme la | laboratoires de | 2019)
(Bennett et al., | toxicité, recherche (PFRED (pour | 2-Traitement de
2019) 'immunogénicité les siRNA et les ASO | I'atrophie
et l'activité hors | (Sciabola et al., 2021) musculaire de
cible (Di Fusco et duchenne
al., 2019) (Anonyme, 2018)
3-Traitement contre
'amylose
héréditaire a
transthyrétine
(Mathew & Wang,
2019)
Zinc-fingers | Spécificité élevée. | Besoin de plus | Zinc finger tools est un | Plusieurs  études
nucleases | Petite taille des | d’ingénierie de | service web pour la|sont en phases
Découvert | éléments de | protéines (Li et al., | recherche de cible et la | cliniques
en 1985 systeme par | 2020) conception de protéine | actuellement, mais
(Miller et rapport aux zinc-finger (Mandell & | aucun traitement
al., 1985) | systemes Barbas, 2006). | n’est encore
TALENS et ZFNgenome est un outil | approuvé
CRISPR (Li et al., de recherche de cible | (NCT04212858,
2020) dans des organismes | NCT03666871,
modéles (Reyon et al.,, | NCT03617198)
2011) et il fait partie des
outils offerts par le zinc
finger consortium
(http://www.zincfingers.o
q
/software-tools.htm)
TALENS Haute spécificité | Construction de | Thermofisher fourni Des études
La et efficacité vecteurs portant le | I'outil ‘Invitrogen clinigues sont en
découverte | (Huetal., 2015) | systéme estassez | TrueDesign Genome cours par exemple
des compo- complexe et long | Editor’ qui est utilisable ciblant le papilloma
santes du (Zzhang et al., | pour TALEN ou virus (Hu et al.,
systeme et 2019a) CRISPR. 2015) et dautres
sa TAL Effector Nucleotide | pour des CAR-T
compréhen Targeter 2.0 est un outil | (ClinicalTrials.gov:
-sion a pris de cornell university qui | NCT04142619,
10 ans offre différentes NCT03190278, and
(Boch & fonctions par rapport NCT04150497).
Bonas, aux cibles du systeme Utilisé par la
2010) TALEN (Doyle et al., compagnie
2012). Cellectis pour la
E-TALEN est un service | production des

de conception (Heigwer
et al., 2013)

UCAR-T (universal
chimeric antigen
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http://www.zincfingers.org/
https://clinicaltrials.gov/show/NCT04212858

receptor T) et
approuvé par la
FDA
miARN Autre que la | Touche plusieurs | Moins de compagnies | Des inhibiteurs de
Découvert | dégradation cibles risque | offrent des outils de | mMIARN et des
en 1993 d’ARN cible par | d’activité hors | conception de mIARN | miARN mimics sont
(Lee et al., | RISC, les miARN | cible trés élevée | synthétiques (Horizon, | a I'étape des essais
1993) synthétiques (Ishida & Selaru, | Thermofisher), et peu | cliniques
agissent comme | 2013) d’autres sont publiés | (Anastasiadou et
antagonistes de | Stimulation non | (WMD3 (Schwab et al., | al.,, 2021; Gallant-
miARN  naturels | spécifique du | 2006), (Ossowski et al., | Behm et al., 2019).
surexprimes. systeme 2008) Actuellement aucun
Un seul miARN | immunitaire traitement n’est
peut avoir de | (Ahmadzada et encore approuvé ou
multiples  cibles | al., 2018) commercialisé
(Ishida & Selaru,
2013)
9.6. Ribozymes allostériques

Dans notre projet, nous avons présenté différentes fagcons d’avoir des ribozymes
allostériques contrdlés par une ou plusieurs entrées comme les miARN. D’une part, des
ribozymes ont été concgus in silico pour lier un a trois miARN. Ces ribozymes n’ont pas
répondu parfaitement comme prévu, au lieu d’étre actifs en présence de trois miARN, le
clivage a eu lieu lorsqu’un seul ou deux miARN ont été ajouté a la réaction. Le concept
d’oligonucléotides comme « entrée » (input) contrdlant I'activité des ribozymes, par la
modulation de leurs structures, a déja été abordée par Robert Penchovsky. Il était apte a
générer des designs effectuant plusieurs fonctions logiques (YES, NOT, AND, OR)
(Penchovsky, 2012; Penchovsky, 2013; Penchovsky, 2014; Penchovsky & Breaker, 2005;
Penchovsky & Kostova, 2013). Ces designs sont basés sur le ribozyme en téte de marteau
(versions minimale et compléte) et un grand nombre d’entre eux sont actifs in vitro. Ceci
a constitué le point de départ des conceptions faites par notre collaborateur a I'Université

Concordia.

La nouveauté que nous montrons alors n’est pas celle des ribozymes allostériques, mais
plutét l'utilisation d’'une porte logique liant des miARN impliqués dans le cancer du sein
triple négatif. Bien que les portes logiques testées n'aient pas répondu parfaitement
comme souhaité, une partie de la preuve de concept est exécutée. Une optimisation des
ribozymes est nécessaire, par exemple en utilisant des ribozymes complets qui auront

une meilleure activité dans les cellules. Malgré les manques de ces designs, nos résultats
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montrent que la conception de ribozymes constituant des portes logiques complexes est
envisageable dans un futur rapproché. Une étape importante serait ainsi franchie pour
I'utilisation des MIARN comme biomarqueurs d’identification des cellules cancéreuses.
Ces ribozymes ayant la capacité de reconnaitre de multiples miARN en paralléle peuvent
étre employés comme biosenseurs par le simple ajout d’'un fluorophore et d’'un quencher.
En effet, une étude publiée récemment est venue confirmer notre hypothese sur
l'utilisation des mIARN comme signaux d’activation d’'une porte logique appliquée a une
thérapie génique (Yue et al., 2020). Bien que ce concept differe du nbtre, deux miARN
ont été utilisés ensemble afin de causer un déplacement de brin, permettant ainsi la
libération de la doxorubicin et d’'un siRNA. Une autre étude a confirmé notre hypothése
par 'emploi de la liaison de trois miARN sur une nanostructure d’ADN afin de distinguer
des lignées cellulaires et différents types de cancers. La porte logique « AND », sous
forme d’'un hexahedron formé par I'assemblage des brins d’ADN, émet trois signaux
fluorescents différents lors de I'attachement de trois miARN (Yang et al., 2021). Des
circuits logiques plus complexes prenant en considération un plus grand nombre de
MIARN ont également été construits en jouant sur les taux d’expression génique en ayant
recours a la fonction naturelle des miARN qui lient des régions sur TARNm (Xie et al.,
2011) ou en utilisant des nanoparticules pour détecter des miARN intracellulaires (Yue et
al.,, 2019). Une porte logique basée sur un DNAzyme, qui est similaire dans son
fonctionnement aux ribozymes, a été développée pour étre activée en liant simultanément

deux miARN, ce qui génére une amplification du signal (Wu et al., 2019).

En fait, ces études concordent avec la vague d’'usage du concept de circuits logiques qui
deviennent de plus en plus impliqués dans le cadre de diagnostic et de thérapie du cancer
(Boscaino et al., 2019; Cai et al., 2021; Jiang et al., 2021b; Li et al., 2021c; Liu et al., 2021;
Liu et al., 2020; Miao & Tang, 2021; Wang et al., 2021a; Wang et al., 2021b; Zhang et al.,
2020a; Zhang et al.,, 2021a; Zhao et al., 2021). En dehors du contexte des circuits
construits par des acides nucléiques, des portes logiques AND sont appliquées en
immunothérapie par la combinaison obligatoire de deux antigénes afin d’activer les
cellules T. Ceci engendre une spécificité renforcée et limite I'activité hors cible ; il s’agit
d'un principe qui a été appliqué dans des études précliniques (Bonfa et al., 2020;
Feldmann et al., 2020; Savanur et al., 2021).
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Les protéines, en étant les biomarqueurs considérés idéaux pour une détection précoce
ou une réapparition d’un cancer, n‘ont jamais perdu leur importance comme cible de
nouvelles méthodes de détection et diagnostic (Chatterjee & Zetter, 2005; Koo et al.,
2019; Pavlou et al., 2013). Bien qu’il y ait un progrés remarquable dans les outils de
détection de ces protéines, il reste toujours une place a 'amélioration. En effet, la majorité
des techniques de détection de ces biomarqueurs sont basées sur des anticorps (Antal-
Szalmas et al., 2013; Dong et al., 2017; Furuya et al., 2019; Kim et al., 2012; Ling et al.,
2008; Soler et al., 2014; Vanarsa et al., 2021; Wei et al., 2009; Yu et al., 2019; Zangar et
al., 2006). Ces molécules ont montré leur efficacité au cours des années, mais elles
représentent des inconvénients, ce qui ouvre la porte a la recherche d’'une meilleure
solution, en I'occurrence les aptaméres. Avec leur petite taille, la rapidité de leur sélection
et synthése ainsi que plusieurs autres avantages (résumé dans la Table 9.2), les
aptameres ont pu remplacer les anticorps dans diverses applications (Bauer et al., 2019;
Chen & Yang, 2015; Kukova et al., 2019; Lai et al., 2017; Nezlin, 2016; Toh et al., 2015).

Table 9.2 Comparaison des aptameres/aptazymes et les anticorps

Aptameres/Aptazymes (ADN/ARN)

Anticorps

Avancés

Premier aptameére sélectionné en
1990 par SELEX, avant la découverte
d’aptaméres naturels faisant partie
des riboswitchs en 2003.

Depuis, des centaines d’aptameéres
ont été sélectionnés et de multiples
méthodes de SELEX ont été
développées.
Un  seul

aptamére  approuvé

cliniquement (pegatanib) mais
plusieurs sont en phase clinique
d’évaluation.

Des plateformes chez des
compagnies comme SOMAIlogic et
sont

Neoventures complétement

basées sur les aptameres dans des

Premiére production d‘anticorps
monoclonaux en 1975.
1992 : premier anticorps approuvé en
application thérapeutique et
actuellement 133 anticorps
thérapeutiques ont été approuvés selon
le site de antibodies society d’ou il y
avait une montée exponentielle
remarquée au cours des 10 derniéres
années.
Utilisés dans une panoplie de types de
kit et essais immunologiques pour la
détection et diagnostique
ELISA,

cytométrie en

(immunobuverdage,
immunoprécipitation,

flux, etc)
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buts de diagnostiques, biosenseurs et
découvertes de biomarqueurs.
Novaptech offre des essais basés sur
les aptameéres d'une facon
personnalisée.

Utilisé pour contréler lactivité des
enzymes comme la HotStart taq ADN

polymérase de Qiagen.

Avantages

Petite taille résultant en une
immunogénicité  faible et une
meilleure pénétration intracellulaire.
Affinité et spécificité élevée.
Distinction entre des molécules trés
similaires

Colt de synthése et production pas
trop cher.

Synthése complétement chimique et
rapide générant des séquences
identiques a chaque fois éliminant la
possibilité d’avoir des variations d’'un
lot & un autre.

Sélection en quelques semaines.
Possibilité de sélectionner des
aptaméres contre des petites
molécules ainsi que macromolécules
et des cellules

Aptes a des modifications chimiques
résultant par une résistance élevée
aux conditions difficiles (résistance
aux nucléases, températures élevée.
(Byun, 2021; Toh et al., 2015)
Détection directe par lajout d’un
fluorophore a I'aptamére

Une séquence est tout ce qu'il faut
pour conserver [|aptamére aussi

longtemps que désiré car les

Haute affinité et spécificité

Des dizaines de méthodes et Kkits
utilisant les anticorps sont déja établis
et leur efficacité est assez élevée.
Utilisé depuis longtemps, alors des
plateformes et des machines sont déja
installées dans des milliers de
laboratoires autour du monde rendant
leurs utilisations plus faciles que
d’inventer de nouvelles techniques et
méthodes de caractérisation,
optimisation ou détection.

Montre une efficacité importante dans
le traitement de plusieurs sortes de
maladies, incluant différent types de
cancer et des maladies auto-immunes,
ce qui est prouvé par le grand nombre
d’anticorps utilisés actuellement
comme thérapie approuvée (Lu et al.,
2020)

225




aptameéres sont synthétisés
chimiqguement et non par des cellules
comme dans le cas des anticorps.
Facile a modifier ou insérer dans
d’autres molécules comme les
ribozymes et les ARN guide afin de
créer des aptazymes et des
riboswitchs.

Inconvénients | Dépendants des conditions de
sélection ce qui peut diminuer son
efficacité dans [I'environnement de
son application

Nécessite des étapes de
caractérisation et optimisation apres
la sélection pour s’assurer de leur
activité en dehors des conditions de
sélection

Plusieurs modifications sont
nécessaires pour augmenter la demie
vie dun aptamére surtout un
aptamére ARN.

lls sont rapidement éliminés de la
circulation sanguine ce qui nécessite
I'ajout d’'un PEG par exemple.
Nombre élevé d’artéfacts qui peuvent
subvenir pendant le SELEX

(Byun, 2021; Lakhin et al., 2013,
Rozenblum et al., 2016)

Taille assez grande

Du matériel biologigue et des
organismes vivants nécessaires pour
les anticorps monoclonaux ce qui crée
un risque de variation entre les lots de
chaque production et souléve des
guestions éthiques.

Aptitude aux modifications limitée.
Durée de sélection et production de
quelques mois.

Un anticorps secondaire, une enzyme
et un substrat sont nécessaires pour la
détection dans la plupart des
techniques utilisant des anticorps.

Une fois dénaturé, un anticorps est
irrécupérable.

Susceptible aux conditions
environnementales comme
changement de pH et température
Faible taux de pénétration tissulaire
Conservation limitée en cas ou les
cellules sont perdues ou
endommageées

(Byun, 2021; Chames et al., 2009)

En considérant tous ces arguments, en plus des miARN, nous avons choisi les protéines

(Gal-7 et Gal-1) comme signal de détection d’'un cancer et des aptameres comme outils
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de détection. Nos aptameéres ont été sélectionnés en combinaison avec des ribozymes,
et ce afin de les inclure dans des circuits logiqgues ou pour les appliquer comme
biosenseurs. Nous avons été capables de sélectionner in vitro des ARN catalytiques dont
l'activité est modulée par la liaison de protéines choisies. Bien que la spécificité des
séquences obtenues était partielle, elle peut étre améliorée par I'ajout de quelques cycles
de sélection ou la mutation des aptaméres dans certaines positions. Pour cette raison,
nous avons développé une méthode de sélection appuyée sur deux étapes : une pour
I'affinité et une pour I'activité de clivage. En fait, il n’y avait pas beaucoup de méthodes de
SELEX d’aptazymes publiées qui impliquaient deux étapes. L’étude de Breaker (Ferguson
et al., 2004), utilisant une sélection basée seulement sur l'activité de clivage ou une
méthode hybride semblable a la nétre (Ferguson et al., 2004), a montré que les aptazymes
issus de la méthode hybride représentent de meilleurs candidats. Notre méthode a permis
d’obtenir un ARN ayant les deux fonctionnalités de détection et de clivage. Ceci implique
gu’une seule molécule d’ARN puisse étre utilisée pour ses deux fonctions combinées
(biosenseur ou régulation de I'expression génique), ou seulement comme un aptameére
en ignorant la partie ribozyme. Ces biosenseurs pourront étre applicables dans une
panoplie de maladies détectable a l'aide des biomarqueurs protéiques. De plus, le
systéme est facilement modulable, alors il peut étre utilisé pour détecter plusieurs
molécules autres que les protéines, comme des polluants environnementaux, des toxines,

des pathogeénes, etc.

L’originalité de cette partie de notre travail vient de I'utilisation d’'une mutation naturelle du
cceur catalytique du ribozyme en téte de marteau « A6C », nous autorisant a avoir un
contrdle sur son activité lors de la sélection. Par la suite, la réversion de la mutation permet
de conserver la fonction du ribozyme dans des conditions plus standards, par exemple
dans le cas de son utilisation dans un organisme vivant. Enfin, nous avons montré la
possibilité de transformer les aptazymes obtenus en biosenseurs utilisables, in vitro ou
potentiellement in vivo, par l'ajout d’'un aptamére fluorescent a la tige Ill. En fait, les
aptazymes basés sur 'ARN ont surtout été appligués comme outils de controle de
I'expression génique en cis par leur intégration devant des genes d’intérét (Chen et al.,
2010; Mustafina et al., 2020; Win & Smolke, 2007b; Winkler et al., 2004; Wittmann &
Suess, 2011), mais I'ont rarement été comme biosenseur (Porter et al., 2017; Rueda &
Walter, 2006) (Gong et al., 2015; Jaffrey, 2018) (Townshend et al., 2021a). Ceci est d0 a
la fragilité de 'ARN, trés sensible a la température, aux RNases ainsi qu’a l'activité de

ribozymes non mutés dans les liquides physiologiques contenant des concentrations
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importantes de magnésium. Ces problémes peuvent actuellement étre réglés par
l'inclusion de ribonucléotides modifiés dans 'ARN sans affecter 'activité du ribozyme afin
d’'améliorer sa demi-vie. Une alternative utilisée constitue les enzymes a ADN
« DNAzyme », qui montrent une meilleure résistance dans les conditions physiologiques
et une efficacité de clivage aussi intéressante. En effet, plusieurs DNAzyme ont été
transformés en biosenseur (Gong et al., 2015; Khan et al., 2021; McConnell et al., 2020a;
Sun et al., 2010).

Malgré la multitude d’applications dans lesquelles les aptameéres et aptazymes ont du
potentiel, il reste encore un long chemin a parcourir avant d’atteindre le niveau d’utilisation
d’anticorps ou de les remplacer. Les aptazymes en cis, en tant que régulateurs
d’expression génique, ne sont pas facilement applicables par le fait qu’ils doivent s’'insérer
dans la séquence du géne d'intérét, ce qui n’est pas possible pour les cellules humaines,
par exemple. Quant a leur usage comme biosenseur, il y a davantage d’espoir, avec
'avancement technologique et la facilit¢é d’automatisation de plusieurs essais ; de
meilleures méthodes de sélection et de caractérisation des aptameéres et aptazymes

aideront de plus en plus a 'amélioration de ces outils.
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10. Conclusion et perspectives

L’'objectif principal de ce projet était initialement d’'impliquer les ribozymes ayant une
activité de clivage dans des applications en lien avec la thérapie génique ciblant le cancer,

puis pour des applications plus variées, afin de prouver leur efficacité et utilité.

Dans un premier temps, nous avons utilisé des outils bioinformatiques, développés pour
la conception de ribozymes, dans le but d’évaluer leur fiabilité. Nous avons pu montrer
qu’un grand nombre de ribozymes générés par ces logiciels présentent une activité de
clivage assez élevée in vitro. Ceci a impliqué des ribozymes de différents types, auto-
clivants, actifs en trans, conventionnels et allostériques, ayant ou non des pseudonceuds
dans leurs structures. Les résultats obtenus nous ont permis de donner de l'information
en retour aux développeurs de ces programmes, ce qui a servi a en améliorer la

conception et leurs présentations aux utilisateurs.

Parmi les ribozymes testés, plusieurs peuvent étre employés dans des applications
futures. Par exemple, nous avons pu prouver sa faisabilité c’est-a-dire le contrdle en cis
de I'expression génique en insérant le ribozyme dans la séquence codante du géne ciblé,
et ce sans affecter la séquence des codons. Nous avons prouvé le concept avec un
ribozyme concu par Enzymer qui a permis de diminuer I'expression de la protéine RFP
chez des cellules procaryotes. Ce méme principe est également ouvert a I'application
chez les eucaryotes, et un contréle allostérique peut étre appliqué par l'utilisation d’'un

aptazyme liant la molécule désirée et convenable pour I'application.

En ce qui concerne les aptazymes, grace au service web Ribosoft2.0, nous avons été en
mesure de concevoir, pour la premiére fois, des aptazymes actifs en trans a partir des
séquences connues d’aptazymes sélectionnés in vitro. Ceci ouvre la porte a plusieurs
applications qui n’étaient pas possibles in vivo, malgré le fait que le concept ait été prouvé
in vitro. En fait, bien que les aptazymes aient prouvé leur fiabilité dans le contrdle de
'expression génique allostérique, leur activité en cis limite beaucoup leurs usages dans
les cellules vivantes. Ceci est d0 a la complexité de l'insertion des ribozymes devant le
géne d’intérét ; ainsi, I'obtention d’aptazyme, ayant une activité en trans, résout ce

probléme et rajoute la possibilité de choisir le meilleur site a dégrader sur la cible.

A co6té de ces aptazymes, dans un autre contexte d'utilisation d’outils bioinformatiques,
nous avons obtenu du méme laboratoire des séquences de portes logiques basées sur

des ribozymes liants d’un jusqu’a trois miARN. Nos tests in vitro ont abouti a des résultats
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encourageants de quelques ribozymes qui montraient une activité en présence de
certaines combinaisons spécifiques de miARN. Bien que ces résultats ne soient pas
parfaitement en concordance avec le but initial, mais avec quelgues optimisations des

designs, des portes logiques ayant I'activité désirée seront obtenues.

Un tel design de ribozyme pourrait permettre d’obtenir des outils utilisables en thérapie
comme en diagnostic. En liant trois miARN en paralléle, un ribozyme pourrait servir
comme outil de diagnostic par I'ajout d’'un fluorophore qui n’émettra le signal qu’en
présence de ces trois entrées. Ceci peut s’appliquer in vitro comme dans les cellules et
des tissus. Dans un but thérapeutique, I'expression intracellulaire d’'une thérapie génique
comme un ribozyme, un siRNA, etc. peut étre contrdlée par une porte logique répondant

a plusieurs miARN, ce qui augmente la spécificité d’'une telle thérapie.

En plus de ces portes logiques complexes, nous avons utilisé Ribosoft2.0 pour générer
des ribozymes en trans ayant une séquence complémentaire a un seul miARN a la fois.
Ces ribozymes ont été actifs in vitro, mais nous n’avons pas pu prouver leur activité dans
les cellules. Malgré cela, ces ribozymes présenteront un outil thérapeutique dont I'activité
ne serait pas contrélée allostériguement, mais plutdt par la présence du miARN lié au

complexe RISC causant la dégradation du ribozyme.

En dernier lieu, nous avons pu développer un biosenseur pour la détection de protéines
Gal-7 et Gal-1 surexprimées dans le cas de plusieurs types de cancers. Ceci a été fait a
laide d’'une sélection d’aptazymes in vitro, de leur couplage a la fin a un aptamére
fluorescent, ainsi qu’a des billes fluorescentes. Ce travail peut mener au développement
d’un outil de diagnostic applicable a la fois pour des analyses d’échantillons de patients,
par exemple, ou en milieu intracellulaire par la transfection de 'ADN codant pour
I'aptazyme. Etant donné que la méthode de sélection utilisée dans notre projet a été basée
sur des billes magnétiques, le processus de SELEX pourrait étre automatisé afin d’étre
apte a sélectionner plus que 90 ligands a la fois. Ces derniers n’ont pas forcément besoin
d’étre des protéines, car des aptazymes existent pour un large éventail de molécules, et
méme pour des cellules. Ceci ouvre la porte a I'idée d’emploi de ce principe dans d’autres
pathologies, comme des maladies infectieuses, ou dans un contexte environnemental en
adaptant le systeme en fonction de la situation. Comme exemple, des aptazymes a ADN,
qui sont basés sur des DNAzyme, seront une meilleure alternative pour les applications

dans des milieux extracellulaires ou des échantillons environnementaux.
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En conclusion, notre travail ne représente qu'un début de plusieurs études a suivre. Nous
avons pu prouver de nouveaux concepts, puis démontrer I'importance et I'efficacité des
outils bioinformatiques dans la génération des ARN synthétiques. La diversité d’outils
présentés dans cette these ouvre la porte a des études chez les procaryotes et les

eucaryotes ainsi que dans des milieux intracellulaires comme extracellulaires.
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