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La stratégie antisens : 
nouvelles approches 
thérapeutiques 

De nouvelles approches thérapeutiques visent à moduler 
sélectivement l'expression des gènes. Dans la stratégie 
antisens, les oligonucléotides, synthétiques ou produits in 
situ par des constructions d'ADN, sont utilisés pour recon­
naître spécifiquement un ARN messager. Le but est 
d'inhiber la synthèse de la protéine correspondante, soit 
en induisant le clivage de l'ARNm par la RNase H, soit 
en bloquant physiquement l'ARNm ou en modifiant son 
métabolisme. Une importante recherche se développe 
pour la mise au point d'oligonucléotides modifiés et de 
transporteurs, afin d'améliorer la biodisponibilité et les 
propriétés pharmacocinétiques de ces nouveaux agents. 
L'efficacité de ces mécanismes est testée sur des cultu­
res cellulaires, mais aussi in vivo sur des modèles animaux 
de tumeurs et d'infections virales. Les premiers essais cli­
niques entrepris concement le SIDA et des cancers, mais 
la thérapeutique antisens pourrait être appliquée demain 
à d'autres maladies : des parasitoses (leishmanioses, trypa­
nosomiases, paludisme ), des maladies inflammatoires (par 
exemple, en inhibant l'expression du récepteur de 
l'interleukine-!) ou des affections cardiovasculaires (par 
exemple, inhibition de la resténose après angioplastie par 
blocage de la prolifération des cellules musculaires lis­
ses sub-intimales ). 

L a plupart des médicaments 
actuellement disponibles 
ont pour cible des protéi­
nes : des protéine de 
structure (par exemple, la 

tubuline cible de médicaments anti 
tumoraux) , des enzymes (par exem­
ple, les inhibiteurs des enzymes de 
biosynthèse du cholestérol) , des 
récepteurs membranaires ( par 
exemple, les anti-histaminiques ou 
les benzodiazépines) . Dans quelques 
cas, le matériel génétique, l 'ADN, 
est la cible de médicaments, comme 

le agents intercalants util isés en chi­
miothérapie antitumorale. Cepen­
dant, même dans ce cas, des enzy­
mes sont impliquées dan le rn' ca­
nisme d'action, comme le topoiso­
mérases qui forment un complexe 
ternaire AD -intercalan t-topoiso­
mérase el induisent des coupures de 
l 'AD . Quelques rare médica­
ments (certains stéroïdes) agissent 
sur l 'expression des gènes en se 
fixant sur des protéines de contrôle 
comme les facteurs de t rans­
cription. 
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Depuis quelques années, de nouvel­
les approches thérapeutiques se 
développent qui consistent à modu­
ler sélectivement l'expre sion des 
gènes, en agissant directement sur 
les acides nucléiques [ 1 ,  2] . 
1 .  Dans la stratégie antisens, un 
enchaînement de nucléotides (oligo­
nucléotide) est utilisé pour reconnaî­
tre spécifiquement un ARN messager 
et inhiber la synthèse de la protéine 
correspondante. De ARN antisens 
peuvent être produits directement à 
l' intérieur d'une cellule à l 'aide 
d'une construction génétique dans 
laquelle tout ou partie d'un gène (ou 
d'un ADNe) est placé, dans une 
orientation opposée à celle du gène 
lui-même, sous le contrôle d'un pro­
moteur, inductible ou non, qui règle 
l 'expression de l 'ARN antisens. 
2. Dans la stratégie « triple hélice » 
(ou << an ti-gène ,, ) l' oligon ucléotide 
se fixe sur l 'AD et, par formation 
locale d'une triple hélice, empêche 
la transcription d'un gène. Diffé­
rents ites du gène peuvent être 
choisis pour cible selon que l'on 
désire inhiber la fLXation de facteurs 
de transcription ou empêcher l ' ini­
tiation ou l'élongation de l 'ARN 
messager transcrit [3, 4] . 
3. Des oligonucléotides en simple 
ou en double hélice peuvent égale­
ment être utilisés pour piéger des 
protéines de régulation de l 'expres­
sion génétique et les détourner de 
leur site normal d'action (stratégie 
sens) . Si la protéine visée est d'ori­
gine virale, un effet spécifique peut 
être obtenu. Si la protéine est un 
facteur de transcription cellulaire, 
l 'effet d l 'oligonucléotide sens 
retentira sur l 'expression de plu­
sieurs gènes, les facteurs de trans­
cription étant généralement impli­
qués dans la modulation du niveau 
de transcription de plusieurs 
gènes [5, 6] . 
4. Des oligoribonucléotides possé­
dant des structures tridimensionnel­
les particulières peuvent induire des 
coupures dans un ARN choisi pour 
cible. Ces catalyseurs ou ribozyme 
peuvent, comme les ARN antisens, 
être produits in situ à l 'aide de cons­
truc tions génétiques appro­
priées [7-9] . 
Cet article portera ur la seule tech­
nologie des antisen , même si bien 
des aspects liés au développement 

thérapeutique de ces molécules sont 
communs aux autres approches éga­
lement. De oligonucléotides ou des 
molécules voisines, conçus sur la 
base d'une interaction extrêmement 
spécifique avec un seul ARN messa­
ger ou un ARN viral constituent-ils 
une nouvelle classe de futurs médi­
caments ? La production d'ARN 
antisens dans le cellules humaines 
à partir de constructions génétiques 
a-t-elle un avenir en thérapie géni­
que ? Au travers de exemples 
actuellement disponibles au niveau 
cellulaire et animal , nous tenterons 
de répondre à ces deux questions 
en mettant en lumière les problè­
mes qui restent à résoudre dans c s 
deux voies de développement de la 
stratégie antisens. Un nombre limité 
de références (récentes pour la plu­
part) est cité dans cet article. Le 
premier numéro de chaque année 
de la revue A ntisense Research and 
Development donne une liste exhaus­
tive des articles publiés au cours de 
l 'année précédente. 1 Les mécanismes d'action 

des oligonucléotides 
antisens 

Mécanisme impliquant la ribonu­
cléase (figure 1) 

Depuis la démon tration du rôle de 
la ribonucléase H (RNase H) dans 
Je mécanisme d'action d'oligodé­
soxynucléotides antisens injectés 
dans les ovocytes de xénope [ 1 0-1 1 ] ,  
de nombreuses expériences dans des 
milieux acellulaires ont montré que 
la présence de cette enzyme e t 
essentielle pour assurer l 'efficacité 
d'oligonucléotides antisens dirigés 
contre la partie codante d'un ARN 
mes ager [ 1 2 ] .  La RNase H recon­
naît les hybrides AD / ARN et 
hydrolyse seulement les liaisons 
phosphodiesters de la partie ARN. 
Cette activité enzymatique est pré­
sente dans toutes les cellules 
pw qu'elle est nécessaire pour élimi­
ner les amorces ARN utili ées lors 
de la réplication de l 'ADN. Des cel­
Jules en division rapide contiennent 
un taux élevé de RNase H. Il existe 
en fait plu ieurs enzymes dans les 
cellules eucaryotes [ 1 3] . Les trans­
criptases inverses possèdent égale­
ment une activité RNase H associée. 
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L'activité enzymatique de la RNase 
H est très sensible à la nature chi­
mique des modifications apportées à 
des oligonucléotides antisens. Seuls 
les désoxyribonucléotides naturels, et 
leurs analogues comportant des 
phosphorothioates ou des phospho­
rodithioates, sont capables d'induire 
une coupure de J 'ARN choisi pour 
cible. Les oligoribonucléotides, les 
oligonucléotides comportant des 
modifications en position 2' du 
sucre (par exemple 2'-fluoro ou 2 '-
0-alkyl) ,  les oligonucléotides synthé­
tisés avec les anomères a des 
nucléotides, les oligométhylphospho­
nates, les analogues possédant un 
enchaînement polyamide (PNA) . . .  
[ 1 4] ne possèdent  pas la propriété 
d'induire l'activité enzymatique de la 
RNase H sur un ARN, même si, 
dans certa ins  cas, J ' hybride 

oligonucléotide-AR e t encore 
capable de fixer la protéine (voir 
figure 3 pour les structures chimiques 
de ces oligonucléotides modifiés) . 
Dans certains systèmes acellulaires, il 
est possible d'identifier les fragments 
de J 'ARN messager résultant de la 
coupure par la RNa e H et de 
démontrer que l 'oligonucléotide 
était bien fixé sur la séquence choi­
sie pour cible. Ce type d'expérience 
permet également de mettre en évi­
dence la présence éventuelle de sites 
secondaires de coupure, dus à la 
fixation de J' oligonucléotide au 
niveau de séquences qui ne sont pas 
parfaitement complémentaires. Le 
site de reconnaissance des RNases H 
eucaryotes est de J 'ordre de cinq 
paires de bases. Des hybrides 
oligonucléotides-ARN peuvent donc 
servir de substrats à ces enzymes, 

l Coupure de I'ARN messager par la RNase H l 

5' _±_ AUG _±_ STOP __l_5L 3' 1 

2 

3 

CAP 

5' 1----- AUG ----- STOP __5(__ 3' 
CAP T t 

L----r:::=='- Inhibition de l'assemblage du ribosome 

5' 1----- AUG ----- STOP -----­
CAP t 

Changement de structure secondaire de I'ARN messager ----' 

3' 

F igure 1 .  Mécanismes d'action des oligonucléotides antisens. 
{1} Mécanisme impliquant la RNase H :  la RNase H reconnaÎt les hybrides 
ADN/ARN et hydrolyse seulement les liaisons phosphodiesters de la partie 
ARN. Seuls les désoxyribonucléotides naturels, et leurs analogues compor­
tant des phosphorothioates ou des phosphorodithioates, sont capables 
d'induire une coupure de I'ARN choisi pour cible. {2} Inhibition par blocage 
physique de I'ARNm : la fixation d'un oligonucléotide entre la coiffe (CAP) 
et le codon d'initiation A UG, ou dans une région recouvrant ce codon d'ini­
tiation, empêche l'assemblage correct de la machinerie de traduction. 
{3} Changement de la structure secondaire de I'ARNm : si la fixation d'un 
oligonucléotide modifie ces structures et rend certaines régions de I'ARN 
messager accessibles aux ribonucléases, le temps de vie et la concentra­
tion stationnaire du message seront diminués. 

m/s n° 3 vol. 10, mars 94 

même s'il existe des mésapparie­
ments. C'est, en particulier, ce qui 
est observé si J 'on utilise des oligo­
nucléotides de taille trop importante 
(voir ci-dessous le paragraphe sur la 
spécificité) . Dans les cellules en cul­
ture, il est extrêmement difficile 
d'apporter la preuve que la RNase 
H est impliquée dans le mécanisme 
d'action d'un oligonucléotide anti­
sens car, en général, les fragments 
d'ARN messager ont rapidement 
dégradés par des ribonucléases cel­
lulaire . I l  est donc seulement pos-
ible de démontrer la disparition de 

J'ARN messager, mais cette dispari­
tion peut avoir d'autres origines que 
l'action de la RNase H (voir ci­
dessous). 
Le rôle central joué par la RNase H 
dans le mécanisme d'action des oli­
gonucléotides a été démontré dans 
plusieurs systèmes cellulaires en uti­
lisant des oligonucléotides << ch imè­
res >> dont  seule la partie centrale 
permet J ' induction de la coupure 
par la RNase H (phosphodiesters ou 
phosphorothioates) , les parties laté­
rales (5 '  et 3' )  de l 'oligonucléotide 
étant synù1étisées avec des enchaîne­
ments résistants aux nucléases et 
n ' induisant pas de coupure de 
J 'ARN par la RNase H (par exem­
ple, méthylphosphonates, 2 '-0-alkyl 
ou 2'-fluoro-oligonucléotides) [ 1 2] . 
La << fenêtre >> induisant J 'activité 
RNase H doit avoir une longueur 
minimum de cinq nucléotides dans 
Je cas de J 'ARN-messager du gène 
Ha-ras. L'effet biologique attendu est 
alors observé dans des cellules en 
culture. Un  oligonucléotide qui ne 
possède pas de << fenêtre > >  capable 
d'induire l'action de la RNase H n'a 
aucun effet. La spécificité vis-à-vis 
d'une mutation de J 'ARN messager 
est conservée avec les oligonucléoti­
des << chimères " ·  

Mécanismes ne faisant pas appel à 
une coupure de l'ARN messager par 
la ribonucléase 

Inhibition par blocage physique de 
l'ARN messager (figure 1) 
Il ne faudrait pas conclure des résul­
tats décrits ci-dessus que le méca­
nisme i mpliquant la RNase H est le 
seul qui permette d'expliquer les 
effets biologiques des oligonucléoti-
des antisens dans des cellules ou ---
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Figure 2 .  Inhibition de l'épissage par des oligonucléotides antisens. 
En se fixant au niveau des jonctions exon-intron ( 1, 3), un oligonucléotide 
peut empêcher le fonctionnement normal de la machinerie d'épissage. 
D'autres sites fonctionnels importants pour /'épissage, situés à l'intérieur des 
introns (par exemple, le site de formation de la structure en lasso (3)), peu­
vent également être la cible d'oligonucléotides antisens. Les premières éta­
pes de l 'épissage, clivage du site « donneur " en 5' de l 'intron et formation 
du lasso peuvent, en théorie, être bloquées par les oligonucléotides 1 et 2, 
alors que la dernière étape, le clivage du site accepteur en 3' de l 'intron, 
pourrait être bloquée par l'oligonucléotide 3. 

dans des extraits acellulaires. Par 
exemple, en se fixant sur l'extrémité 
5' ,  non codante, de l 'ARN messager 
de la �lobine, des oligonucléotides 
en série a (synthétisés avec les ana­
mères a des nucléotides au lieu des 
anomères p naturels) sont capables 
d'inhiber la synthèse de la pro­
téine [ 1 5, 1 6] .  Cependant, ils n 'ont 
aucun effet lorsqu'ils se fixent sur la 
région codante de l'ARN messager. 
Ces résultats suggèrent que la fixa­
tion d'un oligonucléotide entre la 
coiffe (CAP) et le codon d'initiation 
AUG, ou dans une région recou-

vrant ce codon d'initiation, empêche 
l 'assemblage correct de la machine­
rie de traduction (protéines spécifi­
ques de la coiffe, fixation de la sous­
unité 40S du ribosome, glissement 
de cette sous-unité le long de la 
région 5' non codante, fixation de 
la sous-unité 60S . . .  ) 
Des oligomères, synthétisés avec un 
enchaînement polyamide (P  A) et 
les bases naturelles des acides nucléi­
ques, sont capables de bloquer la 
synthèse protéique, même lorsqu'ils 
sont fixés sur la partie codante du 
message [ 1 7] . Cependant, les exem-
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Figure 3 .  Oligonucléotides utilisés dans la stratégie antisens_ Pour protéger complètement l'oligonucléotide 
contre les endonucléases, il est nécessaire de modifier l'enchaînement phosphodiester. Les phosphorothioates sont 
actuellement les plus utilisés car leur synthèse est facile. La substitution du sucre en position 2' (2'-0-alkyl, 2'­
f/uoro . . .  ) confère également une résistance vis-à-vis des nucléases. Il en est de même des oligométhylphosphona­
tes qui possèdent un squelette non chargé, des oligo-a-désoxynucléotides dans lesquels l'anomère f3 naturel des 
nucléotides est remplacé par l'anomère a, des PNA dans lesquels le squelette phosphodiester est remplacé par 
un enchaînement polyamide. 

pies décrits à ce jour font appel à 
des P A qui forment localement 
une triple hélice (complexes impli­
quant deux P A par ARN ) .  Une 
telle triple hélice pourrait constituer 
un obstacle suffisant pour que la 
machinerie de traduction soit blo­
quée dans sa progression, comme 
c'est le cas avec des oligonucléotides 
capables de former une triple hélice 
sur un ADN simple brin ( << pinces " )  
e t  de bloquer l a  réplication de cet 
ADN [ 1 8] . 

tase inver e dépourvue d'activité 
RNase H [ 19,  94] . La transcriptase 
inverse peut, en effet, se fixer sur 
l 'hybride ARN-oligomère et le com­
plexe ternaire, ainsi formé, arrêter 
l 'élongation par une autre molécule 
de polymérase [ 19 ] . 

Modification du métabolisme des ARN 
messagers (figure 1) 

Les structures secondaires (et tertiai­
res) des ARN messagers jouent un 
rôle important dans leur métabo-Il est important de noter que des 

protéines cellulaires, en se fixant sur 

l 'hybride oligomère-ARN, peuvent 
jouer un rôle important dans le 
mécanisme d'action d'oligonucléoti­
des qui n ' induisent pas de coupure 
par la RNase H .  La RNase H,  elle­
même, pourrait jouer un tel rôle en 
se fixant sur l 'hybride, même si elle 
est ensuite incapable d'exercer son 
activité enzymatique. Il est vraisem­
blable qu'un tel mécanisme est 
important dans l ' inhibition de la 
transcription inverse d'un ARN viral 
par un oligomère antisens incapable 
d'induire la coupure par la RNase 
H,  ou en présence d'une transcrip- lisme, en empêchant leur dégrada- ---• 
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tion par des ribonucléases cellulai­
res. Si la fixation d'un oligonucléo­
tide modifie ces structures et rend 
certaines régions de l'ARN messager 
accessibles aux ribonucléases, Je 
temps de vie et la concentration sta­
tionnaire du message seront dimi­
nués [20] . Ce mécanisme est difficile 
à distinguer d'un mécanisme impli­
quant la RNase H puisqu'une cou­
pure au sein d'un ARN messager se 
traduit, la plupart du temps, par 
une hydrolyse rapide des fragments. 
La déstructuration de l 'ARN messa­
ger pourrait représenter une étape 
importante dans le mécanisme 
d'action des ARN antisens produits 
in situ par des constructions généti­
ques, en plus de l'effet éventuel des 
ribonucléases spécifiques de structu­
res d'ARN en double hélice. 

Inhibition de l'épissage des ARN 
pré-messagers (figure 2) 

En e fixant au niveau de jonction 
exon-intron, un oligonucléotide peut 
empêcher le fonctionnement normal 
de la machinerie d'épissage [2 1 -23] . 
D'autres sites fonctionnels importants 
pour l'épissage, qui sont situés à 
l' intérieur des introns (par exemple, 
le site de formation de la structure en 
lasso) , peuvent également être la 
cible d'oligonucléotides antisens [22] . 
La fixation sur l 'un des ARN nucléai­
res qui participe à la con titution du 
complexe nucléa-protéique assurant 
l'épi age peut entraîner une inhibi­
tion non spécifique de l 'épissage. 
Dans tous les cas évoqués aux para­
graphes précédents, si l'oligonucléo­
tide peut induire la coupure de 
I 'ARN par la RNase H,  ce méca­
nisme se superpose au mécanisme 
de blocage physique du processus de 
traduction ou d'épissage. 1 Les paramètres 

contrôlant l'efficacité 
des oligonucléotides 
antisens 

De nombreux paramètres ont une 
influence sur l'activité antisens des oli­
gonucléotides. Les principaux ont 
brièvement mentionnés ci-de ous. 

La stabilité de l' oligonucléotide an ti­
sens vis-à-vis des nucléases 

Il 'agit évidemment d'un paramètre 

très important. Les oligonucléotides 
naturels sont rapidement dégradés 
dans les milieux de culture cellu­
laire, dans le plasma et dan les cel­
lules. Les nucléases les plus actives 
' tant des 3'-exonucléases, une modi­
fication de l'extrémité 3' des oligo­
nucléotides est suffisante pour allon­
ger considérablement leur temp de 
vie. Dans la plupart des expériences 
mettant en jeu des cultures cellulai­
r s, aucun effet d'un oligonucléotide 
naturel n 'est observé si le sérum uti­
lisé pour assurer la croissance des 
cellules n'a pas été inactivé par la 
chaleur pour éliminer, ou au moins 
réduire, les activités nucléasiques. 
Pour protéger complètement l'oligo­
nucléotide contre les endonucléases, 
il est nécessaire de modifier l'enchaî­
nem nt phosphodiester. Les phos­
phorothioates sont actuellement les 
plus util isés car leur synthè e est 
facile. Ils sont stables vis-à-vis de 
nucléases et ils induisent la coupure 
de I 'ARN cible par la RNa e H. Ils 
ne sont cependant pas dépourvus 
d'effets secondaires en raison de leur 
ftxation sur d'autres constituants cel­
lulaires que les ARN messagers. 

La substitution du sucre en position 
2' (2'-0-alkyl, 2'-fluoro . . .  ) confère 
également une résistance vis-à-vi des 
nucléases. Il en est de même des oli­
gométhylphosphonates qui possè­
dent un squelette non chargé, des 
oligo-a-désoxynucléotides dans les­
quels l 'anomère � naturel des 
nucléotides est remplacé par l 'ana­
mère a, de P A dans lesquels le 
squelette phosphodiester est rem­
placé par un enchaînement polya­
mide (figure 3). Toutes ces modifica­
tions chimiques conduisent à des oli­
gomères dont le mécanisme d'action 
est indépendant de l'existence d'une 
activité RNase H. I l  n 'existe pas 
actuellement de démonstration réel­
lement convaincante de leur activité 
antisens dans des cellules en culture, 
sauf dans l ' inhibition de l 'épissage 
d'ARN pré-messagers où l'activité 
RNase H n'e t probablement pas 
requise [2 1-23] . Ils pourraient cepen­
dant exercer leur activité sur un 
ARN messager après épissage elon 
l'un des mécanismes évoqués plus 
haut. En particulier, les PNA qui 
peuvent former des triples hélices 
sur un ARN simple brin pourraient 
agir par blocage des ribosomes lors 
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de la phase d'élongation des chaî­
nes polypeptidiques [ 1 4, 1 7 ] . 

La stabilité de l'hybride formé avec 
l' ARN messager 

L'hybride doit être suffisamment sta­
ble pour inhiber la traduction, 
même lorsque la RNase H intervient 
dans le mécanisme d'action. Mais il 
ne doit pas être trop stable, sinon 
la sélectivité d'action sur un eu! 
ARN messager peut être perdue car 
l 'ol igonucléotide peut alors se ftxer 
sur des séquences présentant des 
mésappariements, avec une stabilité 
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suffisante pour inhiber la traduction 
(voir p. 261, le paragraphe Spécificite) . 

La structure secondaire (et tertiaire) 
de la région de l'ARN messager 
choisie pour cible [ 24, 25] 

L'oligonucléotide peut ne pas se 
fixer si la déstructuration de l 'ARN 
requiert une énergie trop impor­
tante pour exposer la séquence 
complémentaire. Même si l 'hybride 
possède une énergie uffi ante pour 
déplacer l 'équilibre, le système peut 
être cinétiquement figé. Plusieurs 
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Figure 4. Structure secondaire calculée du transcrit Ha-Ras (120 bases}. 
La région de I'ARNm située au voisinage du codon d'initiation AUG (en rouge 
sur la partie simple brin horizontale), de même que celle entourant la muta­
tion G-U dans la boucle supérieure à droite du schéma, sont accessibles à 
des oligonucléotides antisens puisqu 'elles ne sont pas déjà engagées dans 
une hybridation avec une séquence complémentaire. A l'inverse, des anti­
sens seraient inefficaces sur des séquences des tiges double-brin. 
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expérience ont montré que la 
région de l 'ARN messager située au 
voisinage du codon d'initiation A G 
était acce sible à des oligonucléoti­
des antisens ; mais ce n 'est pas une 
règle générale (figure 4). 

La structure secondaire (par exem­
ple, épingle à cheveu) et l'auto­
association de l'oligonucléotide 

L'as ociation de l 'oligonucléotide 
avec sa cible ne pourra se dérouler 
favorablement que si l 'hybride po -
sède une énergie supérieure à celle de 
la structure propre de l' oligonucléo­
tide. A nouveau des problèmes ciné­
tiques peuvent empêcher la formation 
de l 'hybride, même si l 'équilibre ther­
modynamique lui est favorable. 

Le nombre de copies de l'ARN 
messager 

Si l 'oligonucléotide n'exerce pas son 
action de façon catalytique, la con­
centration requise pour inhiber la 
traduction sera d'autant plus élevée 
que le nombre de copies de l 'ARN 
messager sera plus élevé. Les problè­
mes de spécificité peuvent devenir 
importants si un autre ARN messa­
ger possède une séquence voisine de 
celle choisie pour cible et se trouve 
présent à une concentration élevée. 

Le temps de vie de l' ARN messager 
et de la protéine correspondante 

Si la protéine dont on veut inhiber 
la biosynthèse possède un long 
temps de vie, l 'effet biologique 
attendu peut être fortement retardé 
par rapport à l ' inhibition de la tra­
duction de l 'ARN messager ou à sa 
coupure par la RNase H .  Si l 'ARN 
messager est tran crit de façon très 
efficace, l 'effet de l 'oligonucléotide 
peut ne se manifester que de façon 
transitoire, en particulier si l 'oligo­
nucléotide est dégradé rapidement. 

La fixation de protéines, in situ, sur 
l'hybride formé par l'oligonucléotide 
avec sa cible ARN 

Ce problème a été peu ou pas 
abordé dans les expériences décrites 
à ce jour, à l 'exception de la fixa­
tion de la RNase H .  Cette protéine 
stabilise les complexes formés. Elle 
est susceptible de se fixer sur cer-
tains hybrides oligonucléotides-ARN ---• 
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même si l 'activité enzymatique n 'est 
pas i nduite par la fixation. Elle 
pourrait alors jouer un rôle impor­
tant dans le mécanisme d'inhibi tion 
« physique ,, décrit ci-dessus. D'autres 
protéines cel lulaires pourraient  
jouer un rôle similaire. 

La ftxation de la ribonucléase H et 
la cinétique de coupure de l'ARN 

Quand l 'hybride est un substrat pour 
cette enzyme ( oligodésoxynucléotides 
avec un enchaînement phosphodies­
ter, ou phophorothioates, ou phos­
phorodiù1ioates) , la RNase H ( les 
RNases H, puisqu' i l  en existe plu­
sieurs dans les cellules eucaryotes) 
possède une certaine spécificité vis­
à-vi de la séquence de l 'hybride. 
Pour deux hybrides de stabil i té com­
parable, les cinétiques de coupure 
peuvent  être très différentes. 

Le changement de structure secon­
daire et tertiaire de l'ARN messager 
dû à la fiXation de l'oligonucléotide 

Ce changement peut entraîner une 
dégradation accélérée par les ribo­
nucléases cellulaires et, donc, une 
réduction du temps de vie de l 'ARN 
messager in situ [20] . 

La cinétique et l'efficacité de péné­
tration de l'oligonucléotide dans les 
cellules 

Ces paramètre dépendent du type 
cellulaire et de la nature chimique 
de l 'ol igonucléotide. Certaine pro­
téines membranaires fixent les oligo­
nucléotides [ 25-28] mais il n 'a pas 
été démontré qu'el les étaient impli­
quées dans la pénétration cellulaire. 
La majori té - sinon la totalité - des 
oligonucléotides pénèu·e par endocy­
tose dans les cellules humaines en 
culture. Les protéines membranaires 
mentionnées ci-dessus pourraient 
être impliquées dans l 'un des méca­
n ismes d'entrée. 

La distribution intracellulaire 

La pénétration par endocytose con­
duit à une localisation des oligonu­
cléotides dans les endosomes. I l  est 
vraisemblable qu'une faible fraction 
de ces oligonucléotide << fui t , les 
endosomes avant leur fusion avec les 
lyso ornes et atteint  la cible (ARN 
me ager ou pré-messager, ADN) 

ans être dégradée. On ne peut 
cependant pas exclure que la faible 
fraction active des oligon ucléotides 
ait pénétré par une autre oie que 
l 'endocytose. Quand des oligonu­
cléotides sont microinjectés dan des 
cellules en culture, i ls  migrent très 
rapidemen t  du cytosol vers le 
noyau [ 29] . Il en est de même après 
électroporation. Il est donc possible 
que les oligonucléotides antisens 
agissen t  en majorité dans le noyau, 
soi t  sur l 'ARN pré-messager, soit sur 
l 'ARN messager après épissage, mais 
avant la sortie du noyau. Une seule 
expérience, à notre connaissance, 
démon tre qu'un o ligon ucléotide 
peut exercer son activité dans le 
cytosol. I l  s'agit d'un oligonucléotide 
dirigé contre I 'ARN du virus de la 
tomatite vé iculaire (VSV) dont  le 

cycle de reproduction est entière­
ment cytoplasmique [30] . Une autre 
expérience démontre qu'un oligonu­
c léotide peut agir après l 'étape 
d ' ' pissage de l' ARN pré-messager : 
un oligonucléotide dirigé contre une 
équence de I 'ARN messager du b­

FGF (basic fibroblast growth factor) 
située à la jonction de deux exons 
ne peut agir qu'après épissage puis­
que le deux moitiés de la cible sont 
séparées par la séquence d'un intron 
dans I 'ARN pré-messager [ 3 1 ] .  1 La sélectivité 

de l'effet antisens 

Les expériences de contrôle 

n certain nombre d'expérience 
sur des cultures cellulaires démon­
u·ent que l'effet des oligonucléotides 
antisen est spécifique de la cible 
choisie. La plupart de ces expérien­
ces comparent l 'effet de deux oligo­
nucléotides différents. Les contrôles 
les plus fréquemment util isés sont, 
soi t  un ol igonucléotide de séquence 
inversée par rapport à celle de l 'oli­
gonucléotide antisens, soi t  un oligo­
nucléotide dans lequel deux nucléo­
tides ont été échangés de façon à 
créer deux mésappariements lorsque 
l 'oligonucléotide de << contrôle ,, se 
fixe ur  la cible complémentaire de 
l ' o l igonuc léoti de an t i sens .  Des 
équences << brouillées » (même corn­
po i lion en bases mais avec une dis­
tribution << au hasard , )  peuvent éga­
lement être utilisées. I l  est dange­
reux d 'uti liser des oligonucléotides 
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de contrôle ayant une compositiOn 
en bases différente de celle de l 'oli­
gonucléotide antisens, notamment 
avec les oligonucléotides naturels, car 
leur hydrolyse par les nucléases cel­
lulaires peut changer de façon diffé­
rente les concentrations respectives 
des nucléotides dans la cellule. Dans 
tous les cas, il est indispensable de 
vérifier, dans la banque de séquen­
ces actuellement disponible : ( 1 )  que 
l 'oligonucléotide antisens ne possède 
pas d'autre (s) cible (s) complémen­
taire (s) que l 'ARN messager dont on 
veut inhiber la traduction ; (2) que 
les oligonucléotides de contrôle 
n'ont pas de cibles complémentaires 
dans les ARN messagers cellulaires. 
L'utilisation de deux oligonucléotides 
de séquences différen tes pour 
démontrer la sélectivité de l 'effet bio­
logique n 'est pas dépourvue d'ambi­
guïté. Si l 'effet est dû à la ftxation sur 
une autre cible que l' ARN messager 
visé, le changement de séquence 
introduit dans l 'oligonucléotide de 
contrôle peut également changer 
l ' interaction avec cette cible inatten­
due. L'expérience la plus concluante 
est certainement de n 'utiliser qu'un 
oligonucléotide, l'antisens, et de com­
parer son effet sur deux cibles qui ne 
diffèrent que par une ou plusieurs 
bases. Ce type d'expérience n'est 
malheureusement possible que dans 
un nombre limité de cas. Par exem­
ple, un oligonucléotide dirigé contre 
l'extrémité 5' des ARN du virus de la 
grippe de type A inhibe l 'effet cyto­
pathogène de ce virus, alors qu'il n'a 
aucun effet sur un virus de type B 
dont la séquence 5' comporte deux 
nucléotides différents sur douze [32] . 
De même, un oligonucléotide anti­
sens dirigé contre une séquence de 
l 'ARN messager du gène lat de 
VIH-1-BRU a un effet antiviral beau­
coup plus faible sur la souche 
VIH-1-ELI dont deux nucléotides 
sont différents dans la région cible 
[33] . L'effet inverse est observé 
quand l 'oligonucléotide est complé­
mentaire de la séquence présente 
dans VIH- 1-ELI. 
Un oligonucléotide, formant une tri­
ple hélice avec une séquence du 
promoteur du gène codant pour la 
sous-unité a du récepteur de l ' inter­
leukine 2 ( IL2Ra) , inhibe la trans­
cription de ce gène car il empêche 
la fixation d'un facteur de transcrip-
m/s n.0 3 uol. 10, mars 94 

tion e entiel, le facteur FKB [34] . 
Un promoteur présentant une muta­
tion dans le site de fixation de l 'oli­
gonucléotide, mais répondant de la 
même façon que le promoteur natu­
rel à la fixation du facteur NFKB, 
n'est pas affecté par le même oligo­
nucléotide [ 35] . Cette expérience 
démontre que l'effet de l 'oligonu­
cléotide est bien dû à la fixation en 
triple hélice sur la cible visée dans 
le promoteur. 

Contrôler la spécificité en contrôlant 
l'affinité de l'oligonucléotide pour 
sa cible 

L'un des problèmes rencontrés dans 
l'analyse de la spécificité de l'effet cel­
lulaire d'un oligonucléotide réside 
dans l'impossibilité de démontrer que 
l 'expression d'un seul gène est affec­
tée. L'utilisation de l 'électrophorèse 
bi-dimensionnelle devrait permettre 
d'analyser combien de protéines 
voient leur expression altérée par un 
oligonucléotide donné. Cependant, 
lorsque I 'ARN messager visé code 
pour une protéine de contrôle, impli­
quée dans une cascade d'événements 
cellulaires (c'est le cas pour la plupart 
des oncogènes, par exemple) , plu­
sieurs protéines verront leur expres­
sion affectée, même si l 'effet de l 'oli­
gonucléotide antisens ne s'exerce que 
sur un seul ARN messager. 
Comment < <  minimiser , les effets 
d'un oligonucléotide antisens sur 
des ARN messagers présentant une 
séquence voisine mais non identi­
que ? Nous ne connaissons actuelle­
ment qu'une petite fraction de la 
séquence du génome humain ; il est 
donc impossible de déterminer si la 
séquence complémentaire de l'oligo­
nucléotide antisens choisi existe 
dans un autre ARN messager (ou 
pré-messager) , ou s'il existe une 
séquence qui ne diffère que par un, 
deux . . .  nucléotides de la séquence 
choisie pour cible. Un calcul statis­
tique simple montre qu'un oligonu­
cléotide de 1 2  à 1 5  nucléotides de 
longueur ne devrait trouver, en 
moyenne, qu'une cible dans la 
population d'ARN messagers [ 1 ,  4] . 
Pour un oligonucléotide dont la 
cible serait l 'ADN, par formation de 
triple hélice, la taille minimum 
devrait être choisie entre 15 et 19 .  
Dans les deux cas, la longueur la 

plus faible correspond à des oligo­
nucléotides contenant uniquement 
des guanines (G) et des cytosines 
( C) , alors que la longueur la pl us 
élevée correspond à des oligonucléo­
tides contenant des adénines (A) et 
des thymines (T) . La différence 
tient au fai t  que le génome humain 
renferme plus de A et de T que de 
G et de C, la fraction de paires de 
bases A•T étant d'environ 0,6. 
Faut-il util iser des oligonucléotides 
longs pour assurer une meilleure 
spécificité ? L'énergie d' interaction 
perdue à cause d'un mésapparie­
ment conduit à une déstabilisation 
relative de plus en plus faible quand 
l 'énergie totale de l 'hybride formé, 
c'est-à-dire le nombre de paires de 
bases, augmente. Une étude récente 
sur l 'oncogène Ha-ras, activé par 
une mutation ponctuelle sur le dou­
zième codon (figure 4), démontre 
clairement ce phénomène. En utili­
sant la RNase H comme sonde pour 
mesurer la ftxation de l 'oligonucléo­
tide sur sa cible, Saison-Behmoaras 
et al. trouvent qu'un dodéca- et un 
tridécanucléotide distinguent très 
bien I 'ARN messager du proto­
oncogène de celui de l 'oncogène 
muté alors qu'un hexadécanucléo­
tide ne fai t plus de discrimination 
(figure 5). Mais si l 'on réduit l 'affi­
nité globale de l 'oligonucléotide 
pour sa cible, en remplaçant, par 
exemple, les groupes phosphates par 
des phosphorothioates, alors une 
bonne discrimination peut être obte­
nue avec des oligonucléotides plus 
longs ( 1 7- 19  nucléotides pour des 
oligophosphorothioates interagissant 
avec I 'ARN messager de l 'oncogène 
Ha-ras) [ 1 2] . Ces résultats démon­
trent bien que c 'est l 'énergie rela­
tive du mésappariement, comparée 
à l 'énergie totale de l 'hybride, qui 
est le facteur contrôlant la sélectivité 
d'action vis-à-vis de deux cibles ne 
différant que par un seul nucléotide. 
Il faut cependant noter que la sélec­
tivité n 'est pas une propriété intrin­
sèque de l 'oligonucléotide antisens. 
Elle dépend des conditions dans les­
quelles se fai t  la fixation sur I 'ARN 
cible et de la concentration de l 'oli­
gonucléotide. En effet, c 'est la frac­
tion de cible complexée à l 'oligonu­
cléotide qui détermine le taux 
d' inhibition de I 'ARN cible ; il en 
est de même pour un ARN présen- ----
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tant, par exemple, un ou plusieurs 
mésappariements. Un calcul ther­
modynamique simple montre qu'à 
l 'équilibre, en présence d'un excès 
d'oligonucléotide par rapport à cha­
cune des deux cibles, elles seront 
toutes les deux entièrement fixées à 
l'oligonucléotide et aucune discrimi­
nation ne sera observée.  Si l 'oligo­
nucléotide est, au contraire, en 
quantité limitante par rapport à cha­
cune des deux cibles, leurs taux de 
complexation respectifs seront dans 
le rapport des constantes de fixation 
de l'oligonucléotide. C'est dans ces 

1 oo % de coupure 

80 

60 

40 

20 

0 

conditions que la discrimination sera 
la meilleure, mais le taux de couver­
ture de la cible choisie sera faible. 
Seul un mécanisme catalytique per­
mettra alors d'observer un effet bio­
logique important. Par exemple, en 
util isant un oligophosphorothioate 
de 17 nucléotides, Cazenave et aL 
ont démontré que la synthèse de 13-
globine pouvait être totalement inhi­
bée, après micro-injection de l'ARN 
me sager et de l 'oligonucléotide 
dans des ovocytes de xénope, à des 
concen tration d' ol igonucléotide 
(quelques nanomoles par litre) infé-

1 6  

0 GLY 
1 3  

. VAL � Nombre de bases 

G 
GGC _. G LY 

GUC _. VAL 

5' + 3' . ..... GUGGUGGGCGCCGUCGGUGUGGGCAAGAG ... 
GCGGCAGCCACAC 1 3  

CCGCGGCAGCCACACC 1 6  
Figure 5 .  Effet de la longueur de l'oligonucléotide antisens sur son 
efficacité. Les ARN messagers Ha-ras codant pour la protéine normale (Giy) 
et /'oncoprotéine (Val) ont été mis en présence d'oligonucléotides antisens 
( 13 et 76 nucléotides) dirigés contre I'ARN messager contenant la mutation 
ponctuelle (Val) et de la RNase H h umaine. Après incubation à 37 °C, les 
coupures spécifiques induites sur les deux messagers ont été quantifiées. 
L 'oligonucléotide de 13 résidus permet le clivage de /'ARN muté (en rouge) 
et non de /'ARN normal, alors que /'oligonucléotide de 76 résidus ne discri­
mine pas entre ces deux messagers, clivés l'un et l'autre. En effet, la cou­
pure par la RNAse H nécessite un hybride stable entre l'oligonucléotide et 
I'ARN, et un mésappariement sur 16 nucléotides est insuffisant pour com­
promettre la formation de cet h ybride. 
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rieure à celle de J 'ARN mes a­
ger [36] . La RNase H ndogène de 
l 'ovocyte induit une coupure de 
J 'ARN messager hybridé à l 'ol igonu­
cléotide. Celui-ci peut alor e déta­
cher et se fixer à une autre molécule 
d'ARN dont i l  induit la coupure. 
L'oligonucléotide agit, dans ce cas, à 
des do es catalytiques. Si J 'ol igonu­
cléotide é tait trop long, il rest rait 
fixé à la cible, même après sa cou­
pure par la RNase H, et ne pourrait 
donc pas agir comme catalyseur. 
C'est ce que l 'on observe avec cer­
tains ribozymes dont la fixation sur 
la cible est trop forte, même après 
coupure, pour qu'ils puissent se déta­
cher et aller attaquer une autre 
molécule d 'ARN [37] . Aux con idé­
rations thermodynamiques évoquées 
ci-dessus, doivent donc être associées 
des considérations cinétiques, liées au 
temps de résidence de l 'oligonucléo­
tide sur son ARN cible et sur d'autres 
ARN , à la cinétique de fixation de la 
RNase H et à celle de la coupure 
enzymatique, aux accessibi l i tés diffé­
rentes de l 'ARN cible et des ARN 
compéti teurs, etc. Dans tous les cas, 
la concentrat ion choisie de l 'ol igonu­
cléotide résultera d'un compromis 
entre l 'efficaci té ( la cinétique) de 
l'effet recherché, et  la électivité vou­
lue \�s-à-vis d'auu,es ARN . Les problè­
mes posés seront différents selon 
qu' i l  s'agira de faire une discrimina­
tion entre deux ARN ne di fférant 
que par une mutation ponctuelle ( les 
oncogènes de la famille ras, par 
exemple) ou d'inhiber l 'ARN messa­
ger d'un gène qui n 'a  pas d'homo­
logues dans la cellule. Le choix d'un 
oligonucléotide court est indispensa­
ble dans le premier cas ( voiT ci­
dessus) ; un oligonucléotide plus long 
pourra être utilisé dans le second cas, 
à condition qu'i l  manifeste son acti­
wté antisen à une concentralion suf­
fisamment faible et qu' i l  ne forme 
pas de structure secondaire par appa­
riement intramoléculaire de ba es. 
Dans la plupart des expériences 
décrites à ce jour les ol igonucléoti­
des choisis ont des tai l les comprises 
entre 1 5  et 20 nucléotides. 1 Les autres cibles 

des
. 

oligonucléotides 
ant1sens 

Toute pré entation ur les ol igonu­
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c l éo t ides an t i sens  repose sur 
J 'axiome d'une fixation sélective 
d'un oligonucléotide sur l 'ARN mes­
sager choisi pour cible. De nom­
breuses expériences démontrent  
pourtant que les ol igonucléotides 
peuvent se fixer sur d'autres cibles 
cellulaires. Certains oligonucléotides 
peuvent  se fixer sur l 'ADN en for­
mant une tr iple hél ice [ 3 , 4 ] . 
D'autres pourraient se fixer sur l 'un 
des brins de l 'ADN au ein de la 
région de la double hélice ouverte 
au cours de la réplication ou de la 
transcriplion [ 38] . La fixation d'oli­
gonucléotides sur les ARN ou AD 
polymérases a également été démon­
trée [27] ; l ' inhibition des polyméra­
ses qui résulte de cette fixation 
dépend de la séquence de l 'oligonu­
cléotide. Placés dans un milieu de 
culture cellulaire, les oligonucléoti­
des se fixent sur plusieurs protéines 
m e mbranai res [ 26,  2 7 ] . M i c ro­
i njectés dans le cytoplasme d 'une 
cellule, i ls se concentrent très rapi­
dement dans le noyau où ils établis­
sent des in teractions fortes (constan­
tes de dissociation de quelques 
nanomol/ 1 )  avec un nombre impor­
tant de protéines (environ 1 06 sites 
par noyau) [39 ] . Des oligonucléoti­
des peuvent même être séleclionnés 
pour se fixer de façon très sélective 
sur des protéines dont la fonction 
n ' impl ique pas, a fJTion, d'acide 
nucléique [ 40] .  C'est le cas, par 
exemple, de la thrombine. L'un des 
oligonucléotides sélectionnés pour se 
fixer sur cette protéine et inhiber 
son ac t iv i té e nzymat ique ( d e  
séquence T2G2TGTG2T2) ,  présente 
une structure tridimensionnelle par­
ticulière récemment caractéri ée par 
RM , et impliquant la formation de 
quadruplets de guanines [4 1 ] .  
Toutes ce données démontrent que 
des oligonucléotides antisens mis en 
contact avec des cellules pourraient 
avoir des effets secondaires inatten­
dus, dus à leur fixation sur d'autres 
cibles cellulaires que le ou les 
ARN (s) messager (s) choisi (s) pour 
cible (s) . Ce domaine demande à 
être exploré de façon plus détaillée 
dans le futur. 

1 ln vivo veritas 
De nombreux exemples d'util isation 
des oligonucléotides antisens sur des 

cultures cellulaires ont  été décri ts. 
Ces oligonucléotides se révèlent êtr 
de puissants outils de laboratoire 
pour analy er le rôle joué par un 
gène particulier dans la physiologie 
cel lulaire. I l  erait trop long d'énu­
mérer les exemples de telles appli­
cations. L'un des in térêts de la stra­
tégie antisens est de fournir des 
oulils pour analy er le rôle physio­
logiqu du produit d'un gène quand 
on ne dispose pas de mutant. El le 
permet, en particulier, de distinguer 
les ARN messagers correspondant à 
des gènes homologues, par exemple 
à l ' in térieur d'une famil le multigé­
nique. Deux ouvrages récents don­
nent une description détail lée, à la 
fois des problèmes de chimie et  de 
pharmacologie et  des exemples 
d'application à des cellules en cul­
ture [ 43, 44] . 
I l  existe de nombreux cas patholo­
giques caractérisés par des altéra­
tions de séquence d 'un ou de plu­
sieurs gènes, notamment dans les 
tumeurs. Ces al térations créent des 
cibles spécifiques dans les cellules 
tumorales par comparaison avec les 
cellules normales (figuTe 6). Au cours 
de 1 ' infeclion par un virus ou un 
parasi te , l ' i nform

'
ation génétique 

propre au virus ou au parasite peut 
être ai ément différenciée de celle 
de l 'hôte. Dans la plupart des mala­
dies, cependant ,  c 'est le n iveau 
d'expression d'un ou de plusieurs 
gènes qui est affecté. Les oligonu­
cléotides anti ens peuvent  alors être 
utilisés pour rétablir un contrôle de 
l 'expression génétique. 
Les études au n iveau de J 'animal 
sont encore peu nombreuses. Quel­
ques  exemples  s o n t  présen tés  
ci-dessous. 

Inhibition de la croissance tumorale 

Plusieurs publ icat ions décriven t  
l 'effet d'oligonucléotides antisens sur 
la croi sance tumorale dans des 
modèles animaux (Tableau !). Une 
lignée cellulaire (CHP-1 00) prove­
nant d 'un neuroblastome humain ,  
soumise à l 'action d 'un  oligonucléo­
tide ant isens ( pentadécanucléotide 
non modifié) ,  dirigé contre le gène 
N-myc, voit sa vitesse de croissance 
consid ' rablement réduite [ 44] .  Gref­
fées chez la souris athymique, les 
cellules CHP- 1 00 provoquent l 'appa-
rition de tumeur au bou t  de deux ---• 
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• Mutation ponctuelle 

ex. : Mutation du gène Ha-ras au niveau du codon 1 2  (Giy - Val),  
carcinome humain de la vessie [90) 

Oncogène 

1 1 1 1 1 1 1 

• Mutants de délétion 

ex. : gl ioblastome [91 ]  

t 
Séquence-cible spécifique 

• Translocation 

Proto-oncogène 

1 1 1 1 1(_:·> 1 1 1 1 
Mésappariement 

ARNm normal 

ARNm après délétion 

ex. : ber-ab/ dans les leucémies myéloïdes chroniques [68] 

Site de fusion au niveau de I'ARNm 

ber ab/ 

Séquence-cible spécifique 

• Changement du site d ' Initiation de la transcription 

ex. : c-myc dans les lymphomes de Burkitt (nouveau site promoteur 
dans le premier intron [92) 

• Eplssage alternatif 

ex. : EBNA- 1 dans les carcinomes du nasopharynx [93] 

Figure 6. Discrimination entre proto-oncogène et oncogène par les oli­
gonuc/éotides antisens. De nombreux cas pathologiques sont caractéri­
sés par des altérations de séquences d'un ou de plusieurs gènes, notam­
ment les tumeurs. Ces altérations créent des cibles spécifiques dans les cel­
lules tumorales par comparaison avec les cellules normales. 
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Cellules cibles 

Neuroblastome 
(CHP- 100) 

Leucémie humaine 
(K562) 

Cel lu les N IH 3T3 
transformées 

Cel lu les épithéliales 
(HBL 100) 

transformées 
par Ha-ras 

Lymphocytes 

Fibrosarcomes 
murins ( induits par 
HTLV-1 tax chez 

la souris 
transgénique) 

Fibrosarcome 
(K-BALB) 
Mélanome 

( 8- 16) 

Tableau 1 
EFFETS ANTITUMORAUX DES 0LIGONUCLÉOTIDES ANTISENS 

Gènes cibles Animal Moyen 
d'administration 

Oligonucléotide 

N-myc Souris athymique 

c-m yb Souris scid 

Ha-ras Souris 

Sous-cutané, 
infusion continue 

Sous-cutané, 
perfusion 
continue 

Traitement des cel­
l u les par l 'antisens 
avant i njection à l a 
souris 

Phosphodiester [44) 
( 1 5-mères) 

P h o s p h o ro t h i o ate 
[46) 

(24-mères) 

Phosphodiester [5 1 ) 
( 1 5-mères) 

Ha-ras muté 
(codon 12 ) 

Souris athymique Sous-cutané, 
injections répétées 

Phosphod iester [52) 
( 1 2-mères) adso rbé 
aux nanoparticules 

c-myc Souris 
transgéniques 

EJ.I.-myc 

I njection 
i ntraveineuse 

Méthylphosphonate 
[ 49) 

- pour la sous­
un ité p65 du fac­
teu r  de transcrip­
tion N FKB 

Souris I njection 
intrapéritonéa le 

Phosphodiester [471 
(20-mères) avec 3 
substitutions phos­
p h o ro th i oate a u x  
extrémités 3' - tax HTLV1 

pour la sous-un ité 
p65 du facteu r  de 
transcription NKKB 

Souris athymique Injections 
sous-cutanées 
Perfusion continue 

Phosphorothioate 
[48) 

( 1 8  à 24-mères) 

annule son effet inhibiteur ; le gène 
N-myc s'exprime à nouveau et les 
tumeurs reprennent leur croissance, 
démontrant que l 'effet est réversible 
malgré les changements observés 
dans la morphologie et l'état de dif­
férenciation. Il existe pourtant des 
cas où l 'effet des oligonucléotides 
antisens sur de cellules en culture 
est irréversible. Par exemple, le trai­
tement de cellules HL 60, une 
lignée promyélocytaire, par un oli­
gonucléotide antisens dirigé contre 
l 'oncogène c-myc, entraîne une dif­
férenciation des cellules vers la 
lignée granulocytaire [ 45] . 

nistré de façon continue ( l j.l.l/heu­
re) grâce à des minipompes implan­
tées dans le tissu sous-cutané. La 
dose totale administrée est de 
100 j.l.g/jour pendant 7 ou 1 4jours. 
Plusieurs oligonucléotides de con­
trôle (dont un oligonucléotide ayant 
la même composition en bases) 
n'exercent aucun effet. Un oligonu­
cléotide antisens dirigé contre le 
proto-oncogène c-kit est également 
dépourvu d'effet ( les cellules K562 
n'expriment pas ce gène) .  
Des souris transgéniques pour le 
gène tax du virus HTLV-I dévelop­
pent des fibrosarcomes au bout de 
neuf mois environ [47] . Des lignées 
cellulaires obtenues à partir de ces 
fibrosarcome , transférées à des sou­
ris syngéniques (C57BI/6) , indui ent 
la croissance rapide de tumeurs 
fibroblastiques. Un oligonucléotide 
antisens dirigé contre I 'ARN messa­
ger du gène tax n'a aucun effet sur 

semaines. Lorsque l 'oligonucléotide 
antisens est délivré à la souris de 
façon continue (2,5 nmole/heure) 
pendant deux semaines (- 4 mg au 
total) à proximité de la tumeur, à 
l 'aide d'une pompe implantée dans 
le tissu sous-cutané, la croissance de 
la tumeur est ralentie de 50 % .  
L'expression du gène N-myc est blo­
quée alors que celle du gène c-myc 
n'est pas affectée. Un marqueur de 
différenciation neuroendocrine, la 
sécrétogranine I, disparaît au cours 
du traitement des tumeurs par l 'oli­
gonucléotide antisens, comme cela 
est observé lors du traitement des 
cellules en culture. Des change­
ments morphologiques importants 
sont également observés dans les 
deux cas. Un oligonucléotide de 
contrôle n'exerce aucun de ces 
effets, ni sur les cellules en culture, 
ni sur les tumeurs greffées. Un arrêt 
du traitement avec l 'oligonucléotide 
antisens pendant une semaine 
m/s n•  3 vol. 10, ma rs  94 

Un oligophosphorothioate dirigé 
contre le proto-oncogène c-myb a été 
utilisé pour inhiber la multiplication 
de cellules leucémiques humaines 
( l ignée K562) dans des souris 
scid [ 46] . La survie des souris est 
considérablement augmentée (un 
facteur 3,5) quand elles sont traitées 
par l 'oligonucléotide antisens admi- la croissance de ces cellules en cul- ---· 
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ture, bien que le niveau d'expres­
sion du gène lax soit réduit de plus 
de 90 %. En revanche, des oligonu­
cléotides dirigés contre les ARl 
messagers des sous-unités p65 et p50 
du facteur de transcription FKB 
inhibent la croissance de ces lignées. 
Injecté par voie intrapéritonéale 
(3 injections à 3 jours d' intervalle, 
40 !lg/g pour chaque injection ) ,  
l 'oligonucléotide anti-p65 ( 20-mère 
avec o·ois liaisons phosphorothioates 
du côté 3 ' )  entraîne une régression 
des tumeurs obtenues par greffe des 
cellules de fibrosarcomes sur des 
souris syngéniques. Les souris non 
traitées, ou o·aitées par des oligonu­
cléotides de contrôle, meurent au 
bout de huit à douze semaines, alors 
que les souris o·aitées par l 'ol igonu­
cléotide antisens ne présen tent 
aucune trace de tumeur cinq mois 
après le o·aitement effectué seule­
ment pendant les neuf premiers 
jours. L'  oligon ucléotide an ti-tax 
n 'exerce aucun effet sur la crois­
sance des tumeurs chez la souris, 
b ien  que cet  o l igon uc léo t ide 
entraîne une inh ibition quasi com­
plète de l 'expression du gène fax 
dans les tumeurs, comme dans les 
cellules en culture. 

Des oligophosphorothioates ( 1 8-24 
n ucléoticles de longueur) ont égale­
ment été utilisés pour inhiber la crois­
sance de tumeurs chez des souris 
athymiques [ 48] .  Les oligomères ont 
été ir�jectés, soit par voie sous-cutanée 
( 1 ,4 mg par injection, deux injections 
par semaine pendant deux semaines) , 
soit à l 'aide d'une min i-pompe 
implantée ( 2,8 mg d'ol igonucléotide 
délivrés en 1 4  jours) . Ces oligonucléo­
tides étaient dirigés contre l 'ARN 
messager (au voisinage elu codon 
d' ini tiation) de la sous-un i té p65 du 
facteur de transcription N FKB. Deux 
l ignées de tumeurs murines ont été 
util isées : K-BALB ( fibrosarcome) et 
B l 6  (mélanomes) . Dans les deux cas, 
l 'oligonucléotide antisens bloque la 
formation de tumeurs alors que l 'oli­
gonucléotide sens n'a aucun effet. n 
oligonucléotide antisens dirigé contre 
la sous-uni té p50 du facteur FKB 
s'est révélé inactif. L'expression de 
l 'ARN messager de la protéine p65 et 
celle du complexe NFKB sont  consi­
dérablement inhibées clans les cellu­
les traité es par 1 'ol igon ucléoticle 
anti-p65. 

Des souri transgéniques, exprimant 
le gène c-myc sous le contrôle de la 
région activatrice ( EJ..l ) des gènes 
codant pour la chaîne lourde des 
immunoglobuline , ont é té utilisées 
pour étudier l 'effet d'un oligométhyl­
phosphonate dirigé contre les cinq 
premiers codons de l 'ARN mes ager 
du gène c-myc [ 49] .  L'oligonucléotid 
a été injecté par voie intraveineu e 
( 300 nanomoles, soi t  1 ,5 mg) ct 
l 'expression du gène r-myr mesurée 
t rois à quatre heures après l ' injec­
t ion. ne inhibi t ion du taux de pro­
téine Mye a été observée après o·ai­
temen t avec l' ol igon ucléotide ami­
sens, mais pas avec l 'ol igonucléotide 
de contrôle ( séquence « brouillée •• ) . 
Le taux ci 'ARN mes ager r-myr n'a 
pas été affecté, un résultat en accord 
avec l 'absence d'activité RNase H sur 
les hybrides ol igométhylphospho­
t1ate/RNA. Aucune toxicité aiguë n'a 
été détectée chez le ouris traitées 
par un oligométhylphosphonate à la 
close de 50 à 75 mg/kg. U ne diminu­
tion rapide de la concentration plas­
matique a été observée (> 90 % en 
une heure)  suivie d'une phase plus 
lente d'él imination . Ces résultats sont 
voisins de ceux observés avec des oli­
gophosphoroth ioatcs cl des oligodé­
soxynucléotides protégés à leur extré­
mité 3' [50] . Plusieurs études ont 
montré qu'une fract ion de l 'ol igonu­
cléotide se retrouvait dans tous les 
organe , à l 'exception du cerveau. 
Gray el aL ont uti lisé un ol igodé oxy­
nucléotide dirigé contre la région 5' 
non codante de l 'ARN messager du 
gène Ha-ms [5 1 ] . Des cellules N I H  
3T3 u·ansformées par l 'oncogène 
Ha-ras muté au n iveau du codon 1 2  
ont été o·aitées par l 'oligonucléotide 
antisens pendant t roi jours, puis 
greffées à des souris athymiques. Le 
traitement in vitro inh ibe considéra­
blement la croi sance des cellules 
tumorales injectée chez la ouris 
tandis qu'un oligonucléotide témoin 
n 'exerce aucun effet inhibi teur ur 
le développement des tumeurs. 
En collaboration avec l 'équipe de 
Goubin à l ' Institut Curie, noo·e labo­
ratoire a étudié l 'effet d 'un dodéca­
désoxynucléotide ant iscns dirigé 
contre l 'oncogène Ha-ms muté (au 
n iveau du 1 2e codon ) sur de 
tumeurs greffées chez la souris aÙ1)'­
mique (n ude mire) [ 52 ] .  Des cellules 
humaines provenant d'un épithé-



l ium mammaire ( HBL 1 00) ont  ete 
transformée par l 'oncogène Ha-ras 
portant la mutation 1 2. Ces cellules, 
greffées en sous-cutané à des souris 
athymique , provoquent l 'apparition 
de tumeurs en deux à trois semai­
nes. L'oligodésoxynucléotide centré 
sur la mutation, complémentaire du 
gène muté, a été i njecté par voie 
sous-cutanée ( une injection tous les 
trois jours pendant u·ois semaines) 
en présence de nanoparticules. Ces 
nanoparticules, d 'un diamèu·e de 
1 20 nm environ, sont constituées par 
un polymère hydrophobe ( polyal­
kylcyanoacrylate) , dan lequel sont  
incorporé des cations hydrophobes 
pour permettre la fixation de l 'ol i­
gonucléotide chargé négativement. 
L'adsorption de l 'oligonucléotide sur 
les nanoparticules le rend résistant 
aux nucléases et  permet de réduire 
d'un facteur 1 00 environ la concen­
u·ation nécessaire pour inhiber la 
prolifération des cellules tumorales 
HBL 1 00-ras en culture cellulaire 
(figure 7). ne dose totale de 50 à 
1 00 !lg d'ol igonucléotide antisens 
injecté aux souris empêche le déve­
loppement des tumeurs, alors qu'un 
ol igonucléotide de séquence inver-
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sée n 'a aucun effet. Dans une autre 
série d'expériences, les oligonucléo­
tides associés aux nanoparticules ont 
été injectés directement dans la 
tumeur. Une régression des tumeurs 
a été observée avec l 'antisens alors 
que les tumeurs continuent de croî­
tre avec l 'oligomère de séquence 
inversée. 

Activité antivirale des oligonucléoti­
des antisens 

De nombreuses expérience ont 
décrit l 'effet inhibiteur d'oligonu­
cléotides an ti sens sur des cul tu res 
cellulaires infectées par des virus. La 
première expérience décrivant l 'effet 
anti ens d'un oligonucléotide a d'ail­
leurs été réali ée sur un virus, le 
v i rus du sarcome de Rous 
( RSV) [ 53 ] .  n ol igon ucléotide 
complémentaire de l 'exu·émité 5' et 
3' ( séquence répétée) de I 'ARN 
viral inhibe le développemen t  du 
RSV en culture cellulaire. 

Un ol igonucléotide dirigé contre 
l 'extrémité commune des huit ARN 
du virus de la grippe de type A 
inhibe l 'effet cytopathogène du virus 
sur des cellules MDCK en cul-

F igure 7. Adsorption des oligonu­
cléotides sur des nanoparticules. 
Les cellules épithéliales transformées 
par l'oncogène Ha-ras (HBL 100 ras 
1) ont été mises en culture pendant 

20 heures, soit en présence de 20 J.1M 
d'un dodécadésoxynucléotide dirigé 
contre le gène Ha-ras muté (Val) ou 
sauvage (Giy) (8), soit en présence 
de 200 nM des mêmes oligonucléo­
tides adsorbés aux nanoparticules 
(A). L 'adsorption de /'oligonucléotide 
sur des nanoparticules de polymère 
hydrophobe polyalkylcyanoacrylate le 
rend résistant aux nucléases et per­
met de réduire d'un facteur 100 envi­
ron la concentration nécessaire pour 
inhiber la prolifération des cellules 
tumorales. 

ture [30] . Les virus de type B, qui 
ne possèdent pas exactement la 
même séquence à l 'extrémité 5' de 
l urs ARN, continuent à exercer 
leur effet cytopathogène. Cette expé­
rience démon u·e la sélectivité de 
l 'effet antisens pui que les mésappa­
riements avec les ARN de type B 
dé tabilisent les complexe formés et  
annulent l 'effet antisens. I l  fau t  
noter que l 'ol igonucléotide anti ens 
uti l isé dans ces expériences était 
substitué par un agent  i n tercalant 
en position 3'. Cette substitution 
joue un u·iple rôle : el le augmente 
la stabil ité du complexe formé avec 
la séquence complémentaire ; elle 
protège l 'ol igonucléotide dans les 
cultures cellulaires contre la dégra­
dation par les 3 '-exonucléases ; el le 
faci l i te la pénétration de l 'oligonu­
cléotide dans les cellules. 
Le virus de l ' herpès ( H SV l )  a éga­
lement été la cibl d'ol igonucléoti­
des antisens dirigés, soi t  contre le 
site d'épissage de deux ARN pré­
me sagers précoces du virus, soi t  
con tre un gène de régulation. Dans 
le premier cas, des oligoméùlylphos­
phonates [ 20] et des oligonucléoti­
dcs en série a [ 23 ] , substiwés par 
un dérivé du psoralène, ont é té u ti­
lisés pour inhiber le développemen t  
viral e n  présence d e  lumière UV. 
Dans le second ca , des oligonucléo­
tides avec un quelette phosphodies­
ter naturel ou de phosphorothioa­
tes se sont révélés actifs pour inhi­
ber la croissance virale [54] . Des oli­
gonucléotides dirigés contre le virus 
du papi llome inhibent également la 
multiplication de ce virus [55 ] .  
De nombreux oligonucléotides anti­
sens dirigés contre I'ARN du Vl H  
o n t  été étudiés pour leur effet inh i­
biteur sur le développement de ce 
virus dans des cellules en cul­
ture [55-57] . L'accent a surtout été 
mis sur des dérivé phosphorothioa­
tes dont le mécanisme d'action 
s'avère complexe [ 28 ] . Ces oligonu­
cléotides peuvent en effet se fixer 
sur la protéine d'enveloppe gp 1 20 
du viru et sur le récepteur CD4 des 
lymphocytes T4. I ls  inhibent ainsi la 
première étape d 'adsorption du 
virus e t  de fusion de l 'enveloppe 
virale avec la membrane cellulaire. 
I ls  se fixent également sur la u·ans­
criptase inverse et inhibent son acti-
vité enzymatique. Enfin ,  i ls  peuven t  ---• 
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exercer une activité antisens en e 
fixant, soit sur I'ARN viral, soit sur les 
ARN messagers du virus. Seul le 
mécanisme antisens est trictement 
pécifique de la séquence de l 'oligo­

nucléotide, bien que la fixation sur 
les autres cibles dépende également 
de la séquence, les oligonucléotide 
riches en cytosine étant plus efficaces 
dans les deux premiers mécanismes. 
L'activité antisens a été démontrée 
sur des cellules chroniquement infec­
tées où les deux premiers mécanis­
mes ne jouent pas un rôle important. 
En utilisant des oligonucléotides 
(phosphodiesters) conjugués à la 
polylysine, Lebleu et al. ont égale­
ment démontré la sélectivité de 
J.'effet antisens en comparant deux 
souches virales présentant des diffé­
rences de séquence dans la région 
choisie pour cible (gène tat) [33] . 
La conjugaison des oligonucléotides 
à la polylysine conduit à une péné­
tration cellulaire accrue de l' oligo­
nucléotide et évite les effets dus à 
la fixation des oligonucléotides sur 
d'autres cibles que les ARN du virus. 
En traitant des cellules infectées par 
le VIH-1 deux fois par semaine avec 
des oligonucléotides phosphorothioa­
tes antisens dirigés contre les gènes 
rev et gag, la réplication du virus a 
pu être bloquée pendant une durée 
supérieure à quatre-vingts jour [57] . 
La concentration d 'oligonucléotide 
requise pour maintenir l ' inhibition 
de la réplication virale peut être 
diminuée en cours de traitement. 
Bien qu'il existe de nombreuses étu­
des au niveau cellulaire, il existe peu 
d 'essais d'oligonucléotides antisens 
contre des virus in vivo. De oligo­
méthylphosphonates conjugués au 
psoralène, dirigés contre le virus de 
l 'herpès, et appliqués localement sur 
l 'oreille de souris, entraînent une 
réduction de l ' infection après irra­
diation UV. Il faut noter que le 
même oligomère, utilisé sur des cul­
tures cellulaires, ne réduit pas le 
ti tre viral au-delà de 90 % à 
95 % [2 1 ] .  Des études sur le virus de 
l 'encéphalite porté par les tiques en 
Sibérie ont été conduites chez la 
souris. Un effet antiviral d'oligonu­
cléotides a bien été observé mais il 
ne semble pas être dépendant de la 
séquence utilisée (Vlassov, commu­
nication personnelle ) .  
Le seul résultat démontrant claire-

ment un effet antiviral d'oligonu­
cléotides antisen chez l 'animal est 
celui récemment publié par Offens­
perger et al. sur le virus de l 'hépa­
tite B du canard (DHBV) [58] . n 
oligophosphorothiate dirigé contre 
l'extrémité 5' du gène pré-S du virus 
inh ibe la réplication virale et 
l' xpression des gènes du virus à la 
fois in vitro dans des hépatocytes pri­
maires en culture cellulaire et in 
vivo chez le canard. Deux semaines 
après l ' infection, les canards ont 
reçu une injection intraveineuse 
journalière d'oligonucléotide (5 à 
20 mg/kg) . Après dix jours de trai­
tement à la plus forte dose, l'ADN 
viral n'est plus détectable dans les 

llules hépatiques et les antigènes 
viraux disparaissent du sérum et du 
foie. Dans une autre série d'expé­
riences, des canards prétraité par 
l 'oligonucléotide antisens se sont 
montrés résistants à une infection 
par le virus. Deux oligonucléotides 
d contrôle se sont révélés inactifs 
aussi bien in vitro qu'in vwo. 

Antisens et parasites 

Certains parasites comme les trypano­
somes ou les leishmanies constituent 
des cibles intéressantes pour la straté­
gie antisens. En effet, les ARN messa­
gers de ces parasites possèdent la pro­
priété d'avoir une séquence com­
mune à leur extrémité 5 ' .  Cette 
séquence provient d'une réaction 
d 'épi age en trans utilisant comme 
donneur un ARN de 90 nucléotides 
environ obtenu par transcription d'un 
gène spécifique du para i te .  La 
séquence commune ainsi obtenue est 
de 39 nucléotides chez Leishmania et 
de 37 nucléotides chez Trypanosoma. 
Un oligonucléotide complémentaire 
de cette région commune est donc 
susceptible d'inhiber la traduction de 
l 'ensemble des messages du parasite. 
Cette approche a été utilisée avec suc­
cè sur Trypanosoma bruœi en culture 
en utilisant un conjugué nonanu­
cléotide-in te rcalant [ 59 ]  et plus 
récemment sur Leishmania amazonen­
si dans des macrophages en utilisant 
d oligop�osphorothioates [ 60] . 
Des oligophosphorothioates dirigés 
contre le gène de la dihydrofolate 
reductase-thymidylate synù1ase de 
Plasmodium Jalciparum ont démontré 
une activité inhibi trice sur la crois-
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sance du parasite dans des éry­
throcytes humains [6 1 ] .  Le même 
effet est observé sur les souches sen­
sibles et résistantes à la chloroquine. 
Bien que les érythrocytes humains 
laissent difficilement entrer des oli­
gonucléotides, l ' infection par P. Jal­
ciparum permet une pénétration 
mesurable. Ces résultats sont sans 
doute à rapprocher du cas des infec­
tions virales où il est tout à fait  pos­
sible que l'infection virale modifie la 
pénétration des oligonucléotides 
antisens dans les cellules. 
Il n 'existe pas encore d'études de 
l 'effet antiparasitaire d'oligonucléo­
tides antisens sur des modèles ani­
maux. Comme dans les approches 
antivirales, l 'un des intérêts de la 
stratégie antisens repose sur la sélec­
tivité qu'il est possible d'espérer en 
s'attaquant de façon spécifique à 
l ' information génétique du parasite 
sans affecter celle de l 'hôte. Elle se 
heurte néanmoins à des difficultés 
particulières dues aux multiples for­
mes du parasite lors de son dévelop­
pement et à l 'existence de barrières 
supplémentaires à franchir. 

Antisens et inflammation 

De nombreuses expériences utilisant 
des cultures cellulaires ont démon­
tré l 'efficacité et la sélectivité d'oli­
gonucléotides antisens dirigés contre 
des cytokines, des facteurs de crois­
sance et leurs récepteurs, des molé­
cules d'adhérence, des enzymes de 
biosyn thèse des médiateurs de 
l ' inflammation . . .  ( void62] pour une 
revue récente) . I l  existe cependant 
peu d'exemples d'applications de la 
stratégie antisens in vivo. Burch et 
Mahan [63] ont montré qu'un anti­
sens dirigé contre le récepteur de 
l ' interleukine 1 ( ILl -R) inhibe la 
synthèse de prostaglandines ( PGE2) 
stimulée par fixation de ILl ,  alors 
que l 'effet du TNF ou de la brady­
kinine n'est pas affecté. Aucun chan­
gement dans le nombre de récep­
teurs de la bradykinine n'est observé 
alors que celui des récepteurs d'ILl 
diminue considérablement après 
traitement par l'oligonucléotide anti­
sens. L'oligonucléotide dirigé contre 
le récepteur murin n ' inhibe pas le 
récepteur humain et vice versa. 
L'encapsulation dans des liposomes 
augmente considérablement l 'effet 
de ces oligonucléotides antisens. 
m/s n° 3 vol. 10, mars 94 

Une i1"Uection sous-cutanée de l 'oli­
gonucléotide antisens (phosphoro­
thioate) anti-IL l -R murin, chez la 
souris, conduit à une réduction de 
l ' infiltration de neutrophiles consé­
cutive à une injection d' ILl  au 
même site. L'antisens dirigé contre 
IL l -R humain n 'a pas d'effet. Cette 
expérience, probablement la pre­
mière démontrant une activité bio­
logique d'un oligonucléotide chez 
l 'animal, permet de penser que les 
oligonucléotides antisens pourraient 
connaître un développement impor­
tant dans la recherche d'inhibiteurs 
spécifiques de l ' inflammation. 

Antisens et resténose 

Les dommages de la paroi artérielle 
sont  connus pour entraîner la 
synthèse ou le relargage d'agents 
mitogènes qui induisent une proli­
fération et une migration des cellu­
les musculaires lisses. L'expression 
des gènes c-myb et c-myc est un évé­
nement précoce résultant de ces sti­
mulations. Leur inhibition par des 
oligonucléotides antisens constitue 
donc une approche possible pour 
inhiber ces phénomènes. 
Un oligophosphorothioate antisens, 
dirigé contre le gène c-myb ( 1 8-mère, 
position 4-22 du gène c-myb murin) ,  
a été utilisé pour inhiber la prolifé­
ration des cellules musculaires lisses 
(SMC) après angioplastie de l'artère 
carotide [64 ] . L'oligonucléotide a 
été appliqué sous forme de gel (plu­
ronic F 127) autour de l'artère caro­
tide. Deux semaines après l 'angio­
plastie, 1 'expression du gène c-myb 
était considérablement réduite et la 
prolifération des cellules musculaires 
lisses fortement inhibée. L'effet est 
localisé à la région de l 'artère où 
l 'oligonucléotide a été appliqué. 
Deux oligonucléotides de contrôle 
(un oligonucléotide sens et un oli­
gon u c léotide prése n tant  deux 
mésappariements) n 'ont pas inhibé 
la prolifération des cellules muscu­
laires lisses qui conduit au phéno­
mène de resténose. Chez le lapin, 
l ' injection d'un oligophosphoro­
thioate antisens, dirigé contre c-myb, 
réduit la croissance des cellules mus­
culaires lisses de l 'artère iliaque 
deux mois après le traitement. 
Les expériences décrites sur le rat et 
le lapin démontrent qu'une adminis­
tration locale d'oligonucléotides 

antisens pourrait être envisagée 
pour inhiber l 'accumulation des cel­
lules musculaires lisses dans la 
lumière artérielle, par exemple lors 
d'une angioplastie. 

Antisens et système nerveux 

Quelques expenences décrivent  
l 'effet d'oligonucléotides antisens 
dans des cellules nerveuses. I l  existe 
cependant peu d'études in vivo. 
Récemment, des oligophosphoro­
thioates ont été dirigés contre l 'ARN 
messager de la protéine SNAP-25 
(synaptosomal associated protein), une 
protéine spécifiquement exprimée 
dans les neurones [ 65] .  Deux anti­
sens complémentaires des séquences 
1 -20 et 533-552 ( le site d'in itiation 
de la traduction étant choisi comme 
référence) inhibent l 'élongation des 
new·ites de cellules en culture. Cette 
inhibition de la croissance axonale 
est également observée lorsque l ' un 
des oligonucléotides antisens est 
injecté dans l 'œil d 'embryons de 
poulets et la rétine examinée deux 
jours après l ' injection . La protéine 
SNAP-25 possède deux isofonnes qui 
proviennent d'un épissage alternatif 
et qui sont exprimées à des pério­
des différentes au cours du dévelop­
pement. Les oligonucléotides anti­
sens utilisés dans l 'étude décrite ci­
dessus étaient dirigés contre des 
régions communes aux deux isofor­
mes. La sélectivité de l 'effet antisens 
devrait permettre d'analyser les 
effets respectifs des deux isoformes 
sur la croissance axonale et l' exocy­
tose à partir des vésicules synapti­
ques. 
Une autre étude récente a permis 
de préciser le rôle des deux classes 
de récepteurs (N PY-Yl et NPY-Y2) 
du neuropeptide Y (NPY) dans le 
déclenchement des phénomènes 
d 'anxiété chez le rat [66] . Dans des 
cultures de neurones corticaux de 
rat un oligonucléotide an ti sens 
( phosphodiester) , dirigé contre 
l 'ARN messager du récepteur PY-
Yl (qui fait  partie de la famille des 
récepteurs couplés aux protéines G) , 
bloque l 'expression de ce récepteur 
alors qu'il est sans effet sur le récep-
teur NPY-Y2. Le même oligonucléo-
tide a été injecté dans le ventricule 
cérébral latéral de rats. Une étude 
comportementale a montré que la 
diminution de la concentration du ---· 
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récepteur 1 PY-Yl était associée à un 
accroissement de l 'anxiété. Les ani­
maux traités par un oligonucléotide 
de contrôle ne présentent  aucune 
différence avec les an imaux non 
traités. I l  peut être surprenant que 
des oligonucléotides non protégés se 
soient révélés actifs dans ce modèle 
animal. Ce résultat est sans doute à 
relier à la faible activité des nucléa­
ses dans Je cerveau et dans Je 
liquide céphalo-rachidien . La spéci­
ficité d'action des oligonucléotides 
antisens pourrait donc t rouver une 
application intéressante dans l 'étude 
du rôle joué par différents récep­
teurs d'une même famille, surtout 
lorsque aucun antagoniste sélectif 
n'est disponible. 
Un oligonucléotide antisens de 1 8  
nucléotides ( phosphodiester natu­
rel ) ,  dirigé contre une séquence 
immédiatement en aval du codon 
d' ini ti ation de J 'ARN messager du 
gène codant pour le récepteur R 1  
du N-méthyl-D-aspartate (NM DA­
R1 ) ,  inh ibe la biosynthèse de ce 
récepteur dans les neurones [67] . 
L'administration intracérébroventri­
culaire de cet oligonucléotide à des 
rats, (- 0,4 mg en quatre fois sur 
deux jours) , réduit le volume de 
l ' infarcissement ischémique produit 
par occlusion de l 'artère cérébrale 
médiane. Un oligonucléotide sens, 
util isé comme contrôle, n 'a  pas 
démontré d'effet en utilisant le 
même protocole. L'effet d'un agent 
bloquant Je récepteur N M DA de 
façon non compétitive (MK80 1 ) ,  
injecté par voie in traveineuse à une 
dose de 1 mg.kg- 1 ,  est moindre que 
celui de l 'ol igonucléotide antisens. 
Un oligophosphorothioate antisens 
administré de façon continue par 
une mini-pompe osmotique (- 0,5 
mg en 72 heures) rédui t  le nombre 
de sites de fixation du N M DA 
comme le fait  J 'oligonucléotide 
synthétisé avec un enchaînement 
phosphodiester naturel lorsqu'i l  est 
administré par voie intracérébroven­
triculaire. 1 Essais cliniques 

utilisant 
des oligonucléotides 
antisens 

Les études pharmacocinétiques et 
toxicologiques chez l 'an imal ont 

démontré qu' i l  était possible d'envi­
sager une extrapolation à l ' homme 
de la stratégie antisens faisant appel 
à des oligophosphorothioates et des 
oligométhylphosphonates. Plusieurs 
essais cliniques son t  actuellement 
prévus. Des oligonucléotides ( phos­
phoroù1ioates et  méthylphosphona­
tes) dirigés contre la jonction des 
deux messages ber et abl dan 1 'ARN 
messager << ch imère ,, provenant de 
la translocation 1 4-22 dans les leu­
cémies myéloïdes chronique seront 
utilisés dans des u-aitements in vitro 
de moelle osseuse afin de la purger 
des cellules transformées [68] . Une 
greffe de moelle après ce traitement 
permet d'espérer un repeuplement 
du système lymphocytaire par les 
cellules non transformées. 
Un oligophosphorothioate dirigé 
contre Je gène gag du VIH-1 [69] 
vient d'entrer en phase cl inique en 
France dans le cadre des actions 
menées par J 'ANRS (Agence natio­
nale de recherche sur le SIDA) . 
Une demande d'autorisation d'essais 
cliniques a également été déposée 
aux Etats-Unis pour ce même oligo­
n ucléotide. Comme nous l 'avons 
déjà mentionné, les oligophosphoro­
thioates agissen t  sur plusieurs cibles 
quand Je VIH-1  infecte des cellules 
en culture : CD4, gp 1 20, transcrip­
tase inverse, ARN viral , ARN messa­
ger. Les études cl iniques permet­
tront de déterminer quelles cibles 
son t  les plus importantes et Je rôle 
joué par l ' effet spécifique de 
séquence (effe t  antisens) . 
U n  oligophosphoroth ioate dirigé 
contre l 'ARN messager du gène p53 
humain est enu-é en phase d'essais 
cl iniques à J 'université du Nebraska 
aux Etats-Unis [ 70] . Cet oligonucléo­
tide avait été initialement conçu 
pour inhiber l 'expression du gène 
jJ53 à une époque où les chercheurs 
pensaient  que ce gène était un 
oncogène. La démonstration ulté­
rieure que ce gène est en fait  un 
gène suppresseur de tumeurs ( << an ti­
oncogène ») pourrait  laisser suppo­
ser que l 'approche antisens n'était 
c e r tai n e m e n t  pas appropr iée .  
Cependant, les mutations du gène 
p53 dans un grand nombre de 
tumeurs enu-aînent l 'apparition de 
mutants trans-dominants, ce qui 
redonne un intérêt à la stratégie 
antisens. Des cellules tumorales pro-
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Tableau I l 

QUELQUES RÉFÉRENCES RÉCENTES 
SUR LES TRANSPORTEURS ET VECTEURS 

D'OLIGONUCLÉOTIDES ANTISENS 

Polylysine 
Polylysine/héparine 
Polypeptides glycosylés et g luconoylés 
Lipoprotéines ( LDL) 
Néoglycoprotéines 
Liposomes 
lmmunol iposomes 
Nanoparticules 

venant de leucémies myéloblastiqucs 
aiguës voielll leur prol ifération arrê­
tée par un ol igonucléot ide antisens 
dirigé contre p 5 3  ( séquence cible 
dans l 'cxon 1 0) .  Aucun effet n 'a été 
observé sur la croissance de cellules 
de moelle osseuse. Des effets réver­
sibles ont été obtenus sur des cellu­
les épithéliales in test i nales ou ur 
des lymphocytes T. Aucun e ffet toxi­
que n 'a été observé chez le singe 
rhésus. Un premier essai cl inique à 
une close de 0,05 mg/kg/heure pen­
dam e lix jours a été décrit [ 70] . Des 
essais thérapeut iques dans le cas 
d' infections virales ( herpès, papil lo­
mes) sont  également en cours en 
util isall l  des oligophosphorothioates 
en applicat ion locale [ 42] . 
Les ol igophosphoroth ioates  ne 
représentent que la première géné­
rat ion d'ol igonucléotidcs an tisens. 
Le démarrage d'essais thérapeuti­
ques est justifié clans les affections 
pour lesquelles i l  n 'existe pas de 
thérapie adéquate. Les nouvelles 
générations de molécules plus acti­
ves et plus spécifiques qui son t  
actuel lement  en développemen t 
devraient prendre le relais dans un 
avenir proche. Des progrès impor­
tants sont également à attendre sur 
la vectorisat ion de ces nouvelles 
substances actives (Tableau Il). 1 Antisens 

et thérapie génique 

L'expression d'ARN ant isens et de 
ribozymes dans des cellules vivantes 
grâce à de vecteurs ADN ouvre la 
possibi l i té de développer ces techno­
logies dan le cadre de la thérapie 
génique. I l  existe relat ivement peu 
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d'exemples d'ut i l isation de modèles 
de souris transgéniques pour étudier 
l 'effet physiologique. et potent iel le­
ment pathologique, du blocage de 
l 'expression d'un gène par un u-ans­
gène antisens. Une const ruct ion 
antisens dirigée contre le gène de la 
protéine basique de la myéline 
reproduit le phénotype shivner chez 
des souris t ransgéniques pour cet 
antisens [ 7 1 ] .  Une construction an t i­
sens dirigée contre l 'une des protéi­
nes G (Gai2) , sous le contrôle du 
promoteur de la phosphoénolpyru­
vate carboxykinase ( PEPCK) , con­
duit à un développement anormal 
des tissus exprimal l l  normalement la 
PEPCK (t issu adipeux et foie essen­
t iellemen t )  et à des cléficiLs métabo­
liques importants l imi tant  la crois­
sance des animaux [ 70 ] .  

Antisens et ribozymes dirigés contre 
VIH 

Une série d'études récentes ayant 
I 'ARN viral et/ou les ARN messagers 
du VJH comme cibles a montré 
l ' intérêt d'une approche de thérapie 
génique utilisant la stratégie antisens 
ou ribozyme. ne construction anti­
sens, dirigée contre les séquences 
1 3-75 (TA R) et 9096-9 1 60 ( incluant 
le signal de polyadénylation) du 
V lH- 1  a été exprimée à l 'aide d'un 
vecteur viral ( adeno-associaled virus, 
AA V) clans différentes l ignées cellu­
laires [ 73 ] . L'expression de I 'ARN 
ant isens s'accompagne d'une réduc­
t ion supérieure à quatre ordres de 
grandeur de la production de par­
t icules virales infectieuses vingt jours 
après l ' infection des cellules (CEM 
ou H9) . Le virus AA V s'intègre dans 

le génome de la cellule hôte. Mais 
des résultats semblables ont été obte­
nus par t ransfection d'un vecteur 
plasmidique. Le mécanisme d'action 
de l 'ARN ant isens n 'est pas encore 
clairement é tabl i .  Les cellules infec­
tées par la construct ion V­
antisens expriment l 'ARN ant isen ; 
après infection par le VlH la con­
centration d'ARN viraux t considé­
rablement réduite et celle de l 'ARN 
ant isens n 'est plus détectable. I l  est 
po s ib le  q ue le doub le  b r i n  
ARN/ ARN antisens soit dégradé par 
des nucléases cellulaires mais on ne 
peut exclure que les ARN ant isens 
et viraux agissent par réact ion croi­
sée au niveau de la transcription des 
gènes correspondants. Quel que soi t  
le mécanisme d' inhibit ion , ces résul­
tats ouvrent la perspective d'ut i l iser 
des cellules souches infectées par le 
vecteur AA V-antisens pour repeupler 
le système immuni taire avec des ccl­
Iules résistan tes à l ' infection par 
V IH .  

Un ribozyme a é té  synthét isé pour 
reconnaître et couper la séquence 5'  
présente dans tous les ARN e lu 
VIH- 1  HxB2, la coupure ayant l ieu 
à la posit ion 1 1 1 - 1 1 2  par rapport au 
site d ' in i t ia t ion de la t ranscription 
pris pour référence ( + 1 )  [9 ] . Ce 
ribozyme est efficace et spécifique in 
vitro. Dans des cellules HeLa, après 
co-transfection de l 'ADN proviral de 
VIH- 1  el  d 'un vecteur exprimant le 
ribozyme sous le conu-ôle elu promo­
teur de la �-ac t inc ,  l 'expression des 
gènes jJ24 et /al est fortcmen t 
réduite ( 70 % à 80 % ) .  U n  mutant 
elu ribozyme qui peut encore se 
fixer sur les ARN, mais n'a plus 
d'act ivité hydrolytique, n 'a prat ique­
ment plus cl' effet ( 1  0 % )  démon­
trant que c 'est l 'activi té ribozyme ct 
non antisens qui est importante. Des 
ribozymes de structure différente 
ont également d ' montré leur effica­
ci té pour inh iber l 'expression des 
ARN messagers du Vl H .  Récem­
ment, les deux approches antisens et 
ribozyme ont  été conjuguée en 
construisan t  un vecteur exprimant 
un ARN antisens de 4 1 3  nucléot ides 
dirigé contre la région 222-634 du 
VJH (5 '-leader/gag) , dans lequel une 
stru ture ribozyme a été incorpo­
rée [7 ] . L'ARN chimère ainsi obtenu 
est quatre à sept fois plus efficace 
que l 'an ti sens  pour i nh ib r la ---• 
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réplication du VIH- 1 .  Dans tous les 
cas, l'effet inhibiteur observé est loin 
d'être l OO %,  ce qui peut refléter, 
comme dans le cas des ARN anti­
sens, l ' inaccessibilité d'une sous­
population des ARN choisis pour 
cibles. Il est possible d'associer des 
ribozyme dirigés contre des cibles 
différentes du virus dans la même 
construction génétique, dans le but 
d'augmenter l 'efficacité de l ' inhibi­
tion des fonctions virales. Une autre 
approche consiste à introduire dans 
I 'ARN portant le ribozyme une 
séquence permettant de l ' introduire 
dans les particules virales en cours 
de formation [ 74 ] . Ce tte co­
localisation du ribozyme avec sa 
cible entraîne une efficacité accrue 
de l 'hydrolyse de I 'ARN viral. 

Les résultats actuellement disponibles 
démontrent que les stratégies antisens 
et ribozyme sont certainem nt nvi­
sageables dans le cadre d'une appro­
che de thérapie génique destinée à 
lutter contre l ' infection par le VIH .  
I l  reste beaucoup d e  travail fonda­
mental à réaliser pour déterminer la 
meilleure cible, à la fois pour des 
ARN antisens et des ribozymes. Les 
résultats obtenus avec le vecteur AA V 
( voir ci-<lessus) suggèrent que la région 
TAR et le signal de polyadénylation, 
utilisés simultanément, pourraient 
constituer d'excellentes cibles. 

Antisens et thérapie génique antitu­
morale 

La production d'ARN antisens, in 
situ, pour inhiber spécifiquement 
l 'expression d'oncogènes a été 
décrite dans plusieurs systèmes cel­
lulaires. L'activation de proto­
oncogènes cellulaires représente seu­
lement l 'une des étapes dans la 
transformation des cellules normales 
en cellules malignes. Il n 'est donc 
pas évident que l ' inhibition de 
l 'oncogène puisse inverser le phé­
notype transformé et inhiber la pro­
lifération tumorale. Une expérience 
récente démontre que ce pourrait 
être le ca pour les oncogènes de la 
famille ras dont  l 'activation par 
mutations ponctuelles a été détectée 
dans un grand nombre de tumeurs 
(20 % à 30 % ) .  ne lignée humai­
ne, provenant d'une tumeur du 
colon, perd son caractère tumoral 
chez la souris athymique lorsque 

l'allèle Ki-ras muté est sélectivement 
inactivé par recombinaison homolo­
gue [75 ] . L'inactivation de l 'allèle 
normal est sans effet. Des construc­
tions antisens dirigées contre l'onco­
gène Ki-ras réduisent le pouvoir 
tumorigène de cellules en cul­
ture [ 76] , comme cela a été démon­
tré avec des oligonucléotides anti­
sens dirigés contre l 'oncogène Ha­
ras dans une approche pharmacolo­
gique décrite plus haut. 
D'autres cibles que les oncogènes 
peuvent être visées dans une appro­
che antisens ayant pour but d'inhi­
ber la prolifération tumorale. Une 
étude récente montre qu'un ARN 
antisens, complémentaire de I 'ARN 
messager du facteur de croissance 
IGF-1 (insulin-like growth factor 1), blo­
que la prolifération cellulaire de 
glioblastomes du rat [ 77] . Exprimé 
sous forme épisomique dans des cel­
lules tumorales, cet ARN anti ens 
empêche le développement de 
tumeurs chez le rat syngénique. Plus 
surprenante est l'observation que 
des cellules de glioblastome expri­
mant l'antisens, injectées au rat, 
induisent une régression de tumeurs 
induites préalablement par l ' injec­
tion des mêmes cellules non trans­
fectées. Ce résultat emble être dû 
à une réponse immunitaire dirigée 
contre les cellules tumorales de glio­
blastome induite par l ' injection des 
cellules tumorales exprimant l 'anti­
sens. Ces résultats ouvrent la voie à 
un traitement de glioblastomes par 
une approche de thérapie cellulaire. 
Des essais cliniques doivent débuter 
prochainement à Cleveland. 

1 Conclusion 

L'utilisation des oligonucléotides 
antisens constitue une voie d 'appro­
che séduisante pour contrôler sélec­
tivement l'expression d'un gène uni­
que au sein d'une cellule vivante. 
Cette stratégie fournit des outils de 
biologie moléculaire et cellulaire qui 
peuvent être très utiles pour analyser 
le rôle joué par un gène dans la 
physiologie cellulaire. Elle est parti­
culièrement attrayante dans le cas 
des eucaryotes, pour lesquels on ne 
dispose pa des mêmes outils généti­
ques que chez les procaryotes. Elle 
permet, par exemple, de distinguer 
les effets biologiques des différents 

membres d'une famille multigéni­
que [ 78] , ou de contrôler le cycle cel­
lulaire [79] . Même si des protéines 
sont très voisines dans leur structure 
primaire, il existe en général suffi­
samment de différences au niveau de 
la séquence des gènes pour conce­
voir des oligonucléotides antisens 
spécifiques de l 'un de ces gènes. I l  
faut cependant être prudent dans 
l ' analy e des résultat car, la 
séquence complète du génome 
humain n 'étant pas (encore) dispo­
nible, on ne peut exclure qu'un 
autre gène cellulaire po ède la 
séquence complémentaire de l 'oligo­
nucléotide antisens utilisé. Cette 
ambiguïté peut être levée si deux oli­
gonucléotides antisens dirigés contre 
deux régions du même ARN messa­
ger entraînent des effets biologiques 
identiques. Il ne faut pas oublier éga­
lement qu'un oligonucléotide anti­
sen peut se fixer sur d'autres cible 
cellulaire que I 'ARN messager vi ' ,  
e n  particulier des protéines [ 28 , 39] . 

La stratégie antisens fournit les bases 
d'une nouvelle approche thérapeu­
tique, fondée sur l ' inhibition sélec­
tive de l 'expression des gènes, plu­
tôt que sur celle des produits de 
cette expression, c'est-à-dire les pro­
téines. La spécificité est considéra­
ble, puisqu'il est possible de faire la 
discrimination entre deux gènes qui 
ne diffèrent que par une seule 
ba e [52] . Les premiers essais sur 
des animaux démontrent que cette 
sélectivité est conservée in vivo. Le 
développement des premiers essais 
thérapeutiques chez l 'homme sou­
lève des questions générales qui ne 
sont pas différentes de celles ren­
contrées lors du développement de 
tout médicament (pharmacocinéti­
que, métabolisme, toxicologie . . .  ) 
( voir [80] pour une revue récente) . 
En particulier, les effets secondaires 
potentiels, dus à la fixation des oli­
gonucléotides anti ens ur d'autres 
cibles que les acides nucléiques, res­
tent à évaluer [ 28 ] .  De nombreuses 
sociétés de biotechnologi�s se sont 
créées, en particulier aux Etats-Unis, 
pour développer les applications thé­
rapeutiques des o l igon ucléoti­
de [ 8 1 ] .  La plupart des grand 
groupes pharmaceutiques ont égale­
ment des programmes de recherche 
èt développement dans ce domaine. 
L'un des volets de la thérapie géni-
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que fait également appel à la tra­
tégie antisens [82] . 
Une recherche active s'est dévelop­
pée autour de la chimie des ol igo­
nucléotides et de leurs analogues 
pour mettre au point de nouvelles 
générations de molécules actives. 
L'utilisation de transporteurs et de 
vecteurs pour les oligonucléotides 
antisen est en cours d'expérimen­
tation pour améliorer la biodisponi­
bilité et le ciblage tissulaire et/ou 
cel lulaire de ces agents ( voir 
Tableau l[) .  L'attrait de la stratégie 

Summary 

antisens tient non seulement à la 
sélectivité d'action des oligonucléo­
tides mais également à la généralité 
de ses applications. Tout gène dont 
la séquence est connue peut être la 
cible d'un oligonucléotide antisens, 
si l 'on envisage son implication dans 
un phénomène pathologique. Les 
études in vivo actuellement en cours 
devraient rapidement fournir les élé­
ments nécessaires à l 'évaluation du 
potentiel thérapeutique de cette 
nouvelle classe d 'agents pharmaco­
logiques • 

The antisense strategy : new therapeutic approaches 

Selective control of gene expres­
sion can be achieved with nucleic 
acids which bind specifie sequen­
ces of messenger RNAs. The so­
called << antisen e >> strategy makes 
use of either synthetic oligonucleo­
tides or RNA transcripts produced 
in situ from DNA constructs. Seve­
rai mechanisms are involved in the 
inhibition of mRNA translation. 
The mRNA may be degraded by 
endogenous enzymes when it binds 
the antisense molecule. For ins­
tance, ribonuclease H (RNase H )  
c leaves the RNA i n  RNA­
oligodeoxynucleotide hybrids. Oli­
gonucleotides have been chemi­
cally modified to protect them 
against nuclease degradation and 
to enhance all uptake. Cell culture 
experiments have provided evi­
dence for the sequence specificity 
of mRNA translation inhibition. 
Severa! animal experiments on 
tumors or viral infections have 
shown that antisense oligonucleo­
tides can exert their inhibitory acti­
vity in vitro. A few clinical trials 
have been initiated in the fields of 
cancer and AIDS. Meanwhile basic 
research is continuing on the che­
mistry of modified oligonucleotides 
and on the development of car­
riers and vectors that could 
enhance the bioavailability and the 
pharmacokinetic behavior of anti­
sense oligomers, together with 
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their cell uptake and comparti­
mentalization properties. Side 
effects due to oligonucleotide bin­
ding to other targets than nucleic 
acids have to be explored. 

DNA constructs expressing anti­
sense RNA could be used in a 
gene therapy approach .  A 
ribozyme structure can be incorpo­
rated in the RNA transcript to 
induce cleavage of the target mes­
senger or viral RNA. Inhibition of 
growth factors such as IGFl by 
antisense RNA has been shown to 
induce regression of glioblastoma 
in animal experiments. Antisense 
and ribozyme constructs have 
demonstrated inhibitory activity 
against H IV  infection. Clinical 
trials will be initiated to evaluate 
the potential of these approaches 
in a cell therapy protocol. 

Antisense strategies offer new 
opportunities to control gene 
expression in  a highly selective 
way. They have provided interes­
ting tools in molecular and cellu­
lar biology to analyze the physio­
logical role of specifie genes. 
There are still many questions rai­
sed by the development of their 
therapeutic applications. The next 
few years should tell us what is the 
future of antisense approaches in 
both gene-specifie pharmacology 
and gene therapy. 
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