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Introduction.

Le sujet que nous abordons aujourd’hui est une illustration
de I'évolution des approches chimigues qui visent a obtenir
des molécules ayant des effets biologiques (par exemple
dans la recherche de nouveaux médicaments), ou qui fonc-
tionnent comme sondes (par exemple dans le diagnostic
médical).

Les médicaments cytotoxiques exploitent des différences
quantitatives biochimiques et cinétiques entre les cellules
malades ou pathogénes et les cellules saines. Une thérapie
plus efficace serait sans doute celle qui est basée sur un prin-
cipe capable de distinguer les différences qualitatives entre
cellules normales et cellules malades, en éradicant correcte-
ment et sélectivement les cellules défectueuses ou atteintes.
Cette thérapie devrait répondre au réve des chercheurs dans
le dormaine du médicament, qui ont toujours essaye de trou-
ver des molécules capables d'atteindre la cible avec la préci-
sion d'un "tir magique”.

Les oligonucléotides "antisens” sont des
agents thérapeutiques potentiellement capa-
bles de répondre a ces critéres, constituant a
ce titre un nouveau principe thérapeutique.

Le principe d'action.

Le principe d'action sur lequel se base ['ap-
proche “antisens” est celui qui préside a de
nombreux processus biologiques fondamen-
taux et dont les fondements ont été posés, il y
a quatre décennies, par Watson et Crick en
découvrant la structure de la molécule support
universel de l'information génétique, la molé-
cule de I'ADN.

L'ADN est constitué par deux chaines poly-
désoxyribonucléotidiques qui se maintiennent
associées en double hélice grace a des interac-
tions extrémement spécifiques entre les bases
hétérocycliques, dites complémentaires, des
nucléotides qui constituent les chaines. Ces
interactions sont les liaisons hydrogéne, qui
associent les bases cytosine (C) d'une chaine
aux bases guanine (G) de la chaine complé-
mentaire (3 liaisons hydrogéne), et les bases
thymine (T) aux bases adénine (A) (2 liaisons
hydrogéne). Les deux chaines sont associées
en sens opposé (fig. 1). Cette orientation, dite
antiparalléle, est celle qui assure la stabilité
optimale de la double hélice. Elle est définie \
par la position du groupe hydroxylique (5" ou 3)
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Fig. 1.

ribosique qui participe & la liaison phosphodiester internu-
cléotidique entre les riboses consécutifs.

Ainsi, la séguence nucléotidique suivante de désoxyribo-
nucléotides orientée de droite 4 gauche dans le sens 5" — 3,
5. TACTGCATCG..3' s'associera avec la séquence complé-
mentaire 3'..ATGACGTAGC..5, orientée dans le sens 3' — b,
formant un hybride parfait. L'ARN, qui en général est consti-
tué par une seule chaine de ribonucléotides posséde des
propriétés semblables. Il donne lieu a des associations sta-
bles, formées avec des chaines d’ADN ou d’ARN, ayant des
séquences de bases hétérocycliques complémentaires et
orientées en sens antiparalléle. Dans I'ARN I'uracile (U) qui
remplace. la thymine (T) de I’ADN, s'apparie avec l'adénine
(A).

Les molécules d’ADN et d’ARN sont composées de mil-
liers de nucléotides, qui différent uniquement par leur
séquence et leur composition en bases hétérocycliques.
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- Appariement de bases complémentaires par liaisons hydrogéne.
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Fig. 2. - Principe d'action des oligonucléotides antisens.

C'est cetie différence qui confére & chaque segment ses pro-
priétés fonctionnelles chez un organisme vivant. Un ARN
messager particulier sera traduit en une protéine donnée. Un
autre ARN messager avec une autre séquence nucléotidique,
codera pour une autre protéine, suivant la spécification du
code génétique. Une telle séquence particuliére dans I'’ADN
est reconnue par une enzyme et servira de signal pour le
déroulement d'un processus biologique donné. Des ensem-
bles de séquences peuvent constituer un réseau d'informa-
tions utilisées pour le déclenchement de fonctions interliées
de fagon plus ou moins complexe. Il est concevable d'attein-
dre le fonctionnement d'un ADN ou d'un ARN particulier en le
bombardant avec une molécule nucléotidique exogéne ayant
une séquence en nucléotides complémentaire de celle de la
région cible que I'on désire inactiver.

Le phénoméne d'hybridation extrémement spécifique,
déterminé par la complémentarité des bases est susceptible
d'interférer avec la fonction de la séquence cible. L'approche
est on ne peut plus sélective: on vise avec précision une
fonction bien déterminée a I'avance, en employant une molé-
cule dont la structure est définie pour interagir spécifique-
ment avec une région de la molécule cible.

On peut prétendre, en appliquant cette approche supprimer
par exemple des infections en inhibant I'expression d'un
géne codant pour une protéine essentielle d'une bactérie
pathogéne, ou pour la réplication d'un virus. Ou encore ren-
dre inactive I'expression d'un oncogéne (fig. 2).

Les conditions requises et les limitations.

Deux conditions fondamentales doivent étre réalisées
pour que cette méthodologie seit applicable:

1) les séquences cibles des molécules d'’ADN (ARN) doivent
étre connues;

2) les molécules oligonucléotidiques inhibitrices doivent étre
accessibles (facilement synthétisables).

Les progrés énormes faits depuis quelques années dans le
domaine des techniques de séquencage d'ADN se sont tra-
duits par la détermination,  un rythme accéléré, de nouvelles
séguences nucléotidiques, faisant grossir rapidement le
volume de l'information disponible. D'autre part la synthése
chimique d'oligonucléotides de séquence définie est aujour-
d'hui une technique routiniére et automatisée qui permet
d‘obtenir en quelques heures des fragments d'ADN longs de
quelque dizaines de nucléotides, en petites quantités (de I'or-
dre des microgrammes) (1). Le grand probléme est la réalisa-
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tion de la synthése a grande échelle. Celle-ci reste encore
limitée par les prix trés élevés des approches actuelles,
incompatibles avec les applications généralisées et mas-
sives.

Le principe de |'antisens a un deuxiéme grand type d'ap-
plication qui consiste en la détection de séquences nucléoti-
diques. L'intérét le plus évident est celui du diagnostic aussi
bien d'agents infectieux (bactéries, virus, parasites proto-
zoaires..), que d'anomalies génétiques dont la cause ultime,
la mutation d'un nucléotide (qui se répercute dans la muta-
tion d'un acide aminé et donc d'une protéine) peut étre
détectée grace a la spécificité de I'approche antisens.

Les deux conditions fondamentales citées, bien que
nécessaires, ne sont évidemment pas suffisantes pour obte-
nir les effets biologiques souhaités. L'efficacité des oligonu-
cléotides antisens en pratique dépend encore:

1) de leur stabilité dans les milieux physiologiques qu'ils doi-
vent traverser jusqu’a ce que la cible soit atteinte (dans le
plasma, le cytoplasme, le noyau, la mitochondrie ou d'au-
tres compartiments cellulaires ot serait logé par exemple
un pathogene);

2) de leur capacité a traverser les membranes et les compar-
timents cellulaires, en un temps utile, avant d'étre dégra-
dés (la structure polyanionique des oligonucléotides est en
principe défavorable a la pénétration a travers les mem-
branes, qui constituent une barriére naturelle pour beau-
coup de molécules chargées négativement);

3) de la cible choisie. Si la cible est 'ADN il faut atteindre le
noyau cellulaire si I'organisme est un eucaryote. Dans ce
cas, pour obtenir une hybridation suivant le modéle de
Watson et Crick il faut que l'oligonucléotide antisens se
fixe sur un fragment d’ADN au moment ou le double brin
est ouvert (fig. 3). Ceci a lieu par action de I'enzyme ARN
polymérase qui catalyse la transcription de 'ADN en ARN.
|'effet sera dans ce cas la terminaison prémature de la
transcription. Quand I'’ARN est choisi pour cible on peut
chercher a atteindre plusieurs régions importantes corres-
pondant & des sites “fonctionnels”:

a) encore dans le noyau cellulaire, les oligonucléotides
antisens dirigés vers la région couvrant la jonction
intron-exon peuvent bloquer |'épissage de I'ARN;

b) les oligonucléotides antisens peuvent aussi empécher
le transport de I'ARN messager du noyau vers le cyto-
plasme (ol a lieu la traduction en protéines) notamment
quand la cible d'hybridation est la région correspon-
dante au site du signal de polyadénylation;

¢) dans le cytoplasme, I'ARN peut étre empéche de s'as-
socier aux ribosomes (si on blogue la séquence speci-
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Fig. 3. - Mécanismes d’action des oligonucléotides antisens.

fique du site de liaison) ou de s'associer aux facteurs
dinitiation de la traduction. Le résultat sera l'inhibition
de la traduction de 'ARN en protéines.

Il n'y a pas de cible idéale a priori. L'expérience a montré
qu'il faut en chaque cas d'espéce utiliser une approche
empirique en essayant plusieurs cibles, pour déterminer
I'effet d'inhibition le plus efficace. Néanmoins les effets les
plus recherchés ont été le blocage de I'épissage et de |a
traduction de I'ARN;

4) du mécanisme d'inhibition lui-méme. En effet, on peut
concevoir un effet d’hybridation rapidement réversible par
I'action d'une enzyme qui déroule I'hybride (ceci corres-
pond a une possibilité réelle), ou au contraire que la forma-
tion du complexe hybride entraine une dégradation de la
cible, soit enzymatique (ce que I'on observe effectivement,
I'enzyme étant la RNase H), soit chimigue (ce qui peut étre
provogué artificiellement - voir plus loin), entrainant ainsi
une efficacité accrue;

b) de leur sélectivité cellulaire. En effet, le but recherché pour
obtenir un effet thérapeutique, est d'atteindre un certain
type cellulaire o serait logé un pathogéne (par exemple,
les macrophages qui sont la cible infectieuse de la myco-
bactérie de la l&pre) ou qui est le siege d'un oncogéne. En
absence de sélectivité cellulaire il y aurait un effet de “dilu-
tion" lors de I'administration de |'agent thérapeutique qui
perdrait dramatiquement de 'efficacité.

Les approches: la synthése d'analogues.

L'instabilité des oligonucléotides dans les milieux physio-
logiques est un fait acquis. lls subissent notamment une dé-

gradation enzymatique par les nucléases. D'autre part I'hy-
bride ARN-oligonucléotide peut étre déstabilisé par exemple
par |'action des rihosomes (assistée par des enzymes ayant
une activité de déroulement), au fur et & mesure de leur
avance sur I'ARN messager.

Pour rendre les oligonucléotides antisens et les hybrides
qu'ils forment avec la cible, plus stables et efficaces, on a
recours 4 la synthése d'analogues chimiques ou/et de déri-
vés qui tout en maintenant leurs propriétés d'hybridation
spécifique améliorent leur action.

Une grande variété de modifications d'oligonucléotides
ont été introduites, que l'on peut résumer en trois grands
types:

1) modification de la liaison internucléotidique;

2) modification des unités nucléosidiques. Parmi celles-ci on
distingue celles des bases, celles des riboses et encore
celle de la liaison N-glucosidique entre la base et le ribose;

3) dérivatisation aux extrémités ' ou 3".

1. Modification de la liaison internucléotidique.

Les analogues les plus étudiés de ce type sont les oligo-
nucléotides méthylphosphonate et phosphorothioate, bien
que beaucoup d'autres dérivés modifiés au niveau de la liai-
son internucléotidique aient été préparés, comme par exem-
ple des phosphoramidates, des esterphosphates et des ana-
logues “déphosphorylés” (dans lesquels la liaison
internucléotidique phosphorylée a été remplacée par des
ponts siloxanne, carbonate, ester carboxyméthylique, acéta-
midate, carbamate ou thioéther).
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Meéthylphosphonates et phosphorothioates.

Chez les oligonucléotides méthylphosphonate, I'oxygéne
du phosphate chargé négativement est remplacé par un
groupe méthylé qui est neutre et stériquement peu encom-
brant (fig. 4). Le but recherché est d'augmenter la durée de
demi-vie biologique des oligonucléotides antisens et d'amé-
liorer la captation par les cellules (2).

Chez les phosphorothioates un des oxygenes sur le phos-
phate, non impliqué dans le pont internucléotidique, est rem-
placé par un atome de soufre (fig. 4). La charge négative est
distribuée asymétriquement et localisée préférentiellement
sur le soufre (3).

Les phosphorothioates sont, comme les méthylphospho-
nates, beaucoup plus stables aux nucléases que les oligonu-
cléotides non madifiés. lls ont I'avantage de rete-
nir la solubilité dans les milieux aqueux, au
contraire des meéthylphosphonates. Un autre
avantage des phosphorothioates est lié a la syn-
thése chimiqgue. Les méthylphosphonates sont
moins stables aux conditions basiques de cli-
vage du support solide et de déprotection des X =CH,R
bases parce que le pont internucléotidique  X=5" S,
méthylphosphonate est plus labile que la liaison
internucléotidique naturelle et que les phospho-
rothioates.

X =CH,
o

[}

Un probléme supplémentaire est celui posé
par le nouveau centre chiral introduit par le subs- i
tituant non naturel sur I'atome de phosphore.
Tant les méthylphosphonates que les phospho-
rothioates admettent deux configurations, R” et
SP au niveau du pont internucléotidique (le subs-
tituant CH, ou S peuvent "pointer”, soit vers l'in-
térieur de la double hélice de I'ADN, soit vers le
milieu extérieur) (fig. b). Comme la synthése oli-
gonucléotidique courante n'est pas stéréospéci-
fique, a chaque étape de I'élongation dans
laquelle un nouveau lien internucléotidigue est
formé il se crée un nouveau cenire chiral.
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n Etapes d'élongation conduiront donc a 27
diastéréoisomeres. La configuration dans
laquelle le substituant S ou CH; “pointe”
vers l'extérieur de la double hélice de
I'’ADN est considérablement plus favorisée
stériguement (fig. b).

Il est donc prévisible que certains iso-
méres s'hybrident mieux que d'autres aux
séquences cibles. Le résultat en sera une
perte d'efficacité pour une concentration
2 g totale donnée en oligonucléotide. Le pro-

bléme de la chiralité peut étre évité si le

0, second atome d’'oxygéne sur I'atome de P
[9) B d'un phosphorothioate, non impliqué dans
le pont internucléotidique est aussi rem-

o
|

placé par un atome de soufre. L'analogue
résultant est un phosphorodithioate (4)
o (fig. 4).

Un manque de spécificité des oligonu-
cléotides phosphorothioates a été observe
dans certains cas. Des phosphorothioates
homooligomériques peuvent avoir une
activité semblable a celle des oligoméres de séquence com-
plémentaire de la cible, notamment quand les concentrations
augmentent (> 20 pg/ml). Leur action obéit certainement a
plus d'un mécanisme ().

2. Modifications des unités nucléosidiques.
Oligonucléotides a-anomériques.

Chez ces dérivés le C anomérique des liaisons N- glucosi-
diques a une configuration opposée a celle du C anomeérique
des nucléosides naturels qui est B (fig. 6).

Les oligonucléotides a-anomériques forment une hélice sta-

ble avec une chaine complémentaire, mais les deux chaines
ont une polarité paralléle. Les oligonucléotides a-anomeri-

0
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0

Fig. 5. - Configuration R et S des méthylphosphonates et des phosphorothioates.
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ques sont extraordinairement stables aux nucléases et ont
d'excellentes propriétés d’hybridation avec des T' bien supé-
rieures a leurs analogues B, mais leur activité biologique inhi-
bitrice est trés faible ou inexistante (6). Il est possible que
couplés a des agents chimiquement réactifs ils acquiérent
des propriétés inhibitrices.

~
N ~

e "0

0] o)

Configuration a-anomérique Configuration B-anomérigue naturelle
Fig. 6. - B = base hétérocycligue.

Oligodésoxyribonucléotides avec des bases modifiées.

Nous venons de voir que les oligonucléotides a-anoméri-
ques stabilisent fortement le duplex formé avec la séquence
complémentaire. Une autre approche qui vise a augmenter la
stabilité du duplex entre l'oligonucléotide et |a cible, c'est-a-
dire, la T' de I'hybride consiste & introduire des bases modi-
fices qui forment des appariements plus stables avec les
bases complémentaires, grace a une augmentation du nom-
bre de liaisons hydrogéne. Un exemple en est la diaminopu-
rine (DAPu) qui forme trois liaisons hydrogéne avec la thy-
mine, alors que la base complémentaire naturelle, I'adénine
n'en forme que deux (7) (fig. 7).

¢
05

N
R
R

Fig. 7. — augmentation de la stabilité de I'appariement de la thymine (3 liaisons
H avec la DAPu).

Une approche trés intéressante est celle qui cherche a
introduire des groupes capables de réagir avec la séquence
cible de maniére & l'inactiver de maniére irréversible. Il faut
que la réaction ait lieu de préférence seulement aprés I'hybri-
dation, afin d'éviter des interactions non spécifiques.
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Fig. 8.
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La N*N-éthano-b-méthylcytosine et la cytidine-4-(6-
bromo-5,5-diméthoxy)héxanohydrazide sont des exemples
de nucléosides maodifiés sur les bases par des groupes alky-
lants introduits en deux étapes sur les oligonucléotides anti-
sens (8) (fig. 8). La base complémentaire de la cytosine, la
guanine peut étre alkylée aprés I'hybridation. Cependant la
vitesse est trop faible pour que la modification ait une utilité
pratique.

Modifications sur le cycle furasonique.

Les oligoribonucléotides ont |'avantage, par rapport aux
oligodésoxyribonucléotides de faire appel a des dérivés de
base de la synthése (les ribonucléotides) qui sont beaucoup
moins chers que leurs analogues de la série désoxy. Le pro-
bléme principal de la synthése est la protection appropriée
du groupe hydroxylique en 2'. Le groupe protecteur doit étre
stable dans les conditions de la synthése, en particulier lors
de la déprotection du groupe 5'-OH et doit étre enlevé a la fin
de la synthése en conditions qui évitent I'isomeérisation et le
clivage du pont phosphate diester.

Malgré les progrés réalisés dans la synthése en phase
solide des oligoribonucléotides, les rendements par cycle
sont encore légérement inférieurs a ceux obtenus en série
désoxy.

Les oligoribonucléotides sont particuliérement instables
en milieu physiologique. Le groupe hydroxylique en 2 res-
ponsable de cette instabilité a été bloqué en groupe méthoxy.
Les 2'-O-méthylribonucléotides forment des hybrides avec
I'ARN complémentaire, qui ont une stabilité thermique trés
supérieure aux hybrides correspondant ADN-ARN (9) (fig. 9).

Leur synthése s'effectue avec une efficacité comparable a
celle de la synthése des oligodésoxyribonucléotides.

H

0= :3 \Oe

0e
Fig. 9. - 2'-0-méthylribonucléotide.
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