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3. Dérivatisation aux extrémi-  ~--g_
tés. 0

La voie la plus utilisée pour
synthétiser des conjugués d'oli-
godésoxyribonucléotides est la I
phosphorylation de I'extrémité
b5'OH avec des agents de phos- I
phorylation appropriés. Cette voie 0
est intéressante parce que la

dérivatisation peut étre effectuée (?Hz)m

en phase solide dans des condi- NH

tIO‘ﬂS similaires a celles de la syn- OCH
thése.

Des méthodes universelles
pour fixer des groupes fonction- H
nels sur les oligonucléotides ont
été développées. Elles font appel
a des groupes aminés et mer-
capto introduits sous forme de linkers aminoalkylés et mer-
captoalkylés.

Les oligonucléotides peuvent encore étre liés de fagon
covalente a une grande variété de molécules.

Les agents intercalants.

Les groupes intercalants ont la propriété de se fixer entre
les deux brins de la double hélice en formant des complexes
avec les bases hétérocycliques. L'attachement d'un groupe
intercalant a I'extrémité d‘un oligonucléotide accroit son affi-
nité envers la cible en fournissant une énergie de liaison sup-
plémentaire. En outre, I'agent intercalant, contribue en géné-
ral, également a aider I'oligonucléotide a pénétrer dans les
cellules a cause de son caractére lipophile et quand la dériva-
tisation se fait en 3’ la stahilité de l'oligonucléotide envers les
3'-exonucléases s'améliore considérablement. En plus la
spécificité envers la séquence cible est retenue.

Parmi les agents intercalants les plus étudiés figurent les
dérivés de l'acridine. Le groupe de C. Héléne et al. a décrit,
pour la premiére fois en 1983, des complexes d'hybridation
avec un oligonucléotide comportant un groupe aminoacri-
dine a I'extrémité 3', fixé par une liaison phosphate (10). Il a
montré qu'il y a un gain de stabilité du duplex par rapport aux
oligonucléotides non dérivatisés.

L'introduction des dérivés de I'acridine s'est étendu aux
oligonucléotides phosphorothioate, méthylphosphonate, a-
anomérique, tanten 3' qu'en 5",

Ainsi le groupe 2-méthoxy-6-chloro-9-(5-hydroxypen-
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Fig. 10. - Oligonucléotide dérivatisé avec un groupe acridine. Action intercalante du groupe acridine.

tylJaminoacridine a été introduit dans I'extrémité 5'd'oligodé-
soxynucléotides non modifiés ou modifiés par ailleurs, tels
que les méthylphosphonates et les dérivés a-anomériques,
par voie de son dérivé phosphoramidite (11).

Le groupe le plus utilisé en 3', notamment par Héléne et al.
est le 2-méthoxy-6-chloroacridine introduit par voie de la chi-
mie du phosphatetriester (12). Le mode d’action de l'agent
intercalant est représenté schématiquement dans la figure
10. L'anneau aromatique de l'acridine peut se fixer soit a |'ex-
trémité de la derniére base ou s'introduire entre deux paires
de bases de I'oligonucléatide.

Les oligonucléotides alkylants.

L'idée sous-jacente a l'utilisation d’'oligonucléotides conju-
gués a des agents alkylants est de provoquer une modifica-
tion irréversible de I'’ADN au moment de I'nybridation.

L'agent le plus étudié est le groupe (N-(2-chloroéthyl)-N-
méthylamino)-benzylamine, introduit par Grineva et al. en 3'
au moyen d'une liaison acétal. Les groupes alkylants ont
aussi été attachés en position 5" au moyen d'une liaison
phosphoramidate (13) (fig. 11).
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Fig. 11. - Oligonucléatide alkylant.
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L'azote en tant que groupe voisin participant, confére au
groupe chloroéthylamino une tendance particuliere a l'alkyla-
tion et par conséquence au cross-linking.

Il est important qu’une réaction d'autoalkylation n'ait pas
lieu afin de préserver la spécificité de I'effet.

La réaction a lieu en deux étapes. Initialement il se forme,
par cyclisation intramoléculaire, un cation éthylimmonium,
lequel attaque ensuite des nucléophiles facilement accessi-
bles. Nous avons déja vu l'alternative pour effectuer le cross-
linking, basée sur le b-méthyl-N* N*-éthanocytosine, qui dis-
pense |'étape de cylisation, mais qui est peu utile en raison
de la vitesse trés faible de la réaction d'alkylation.

Les endonucléases artificielles.

Par endonucléases artificielles on entend des conjugués
capables de cliver 'ADN spécifiquement. La spécificité est
fournie par I'hybridation de [I'oligonucléotide avec les
séquences complémentaires.

Parmi les groupes qui ont été liés de fagon covalente a
I'extrémité d'oligonucléotides et qui
ont une activité endonucléasique,
figurent les complexes de métal, tels
que I'EDTA-Fe(ll)(éthylénediamineté-
tracétate), le o-phénanthroline-
Cu(l)(14), ou la porphyrine-Fe(ll) (15).
L'extrémité 5" a été la plus utilisée. La
figure 12 montre un exemple de déri-
vatisation avec I'EDTA par voie d'un groupe alkylaminé et acy-
lation avec le dianhydride de I'EDTA (16).

Q-

L'activité nucléasique assurée par la production locale de
radicaux hydroxyliques nécessite une incubation avec du
Fe(ll).

Le groupe EDTA a aussi été introduit dans la position b de

P

+ chlorure de trisopropylphényl-
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Fig. 12. - Dérivatisation d'un oligonucléotide avec I'EDTA.
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la thymine au moyen des linkers acide propionique et 2-ami-
noéthylamide et acylation avec le dianhydride de I'EDTA. Le
synthon ainti obtenu peut alors étre incorporé en n'importe
quelle position de l'cligonucléotide. La dérivatisation n'est
plus dans ce cas limitée aux extrémités 5 ou 3".

Les conjugués avec la phénanthroline se préparent de
maniére semblable.

La position 3" a été utilisée moins souvent pour introduire
des groupes de clivage de I'ADN.

Une constante de cette approche est la nécessité d'effec-
tuer une métallation en présence d'un agent réducteur, aprés
hybridation, pour obtenir activité nucléasique.

Une approche différente fait appel a I'activité d'une endo-
nucléase enzymatique non spécifique et d'acces facile, en la
conjuguant avec un oligonucléotide qui encore une fois a la
fonction d'assurer la spécificité envers la cible. Un exemple
de cette voie est la nucléase de staphylocoque (enzyme
extracellulaire composée de 149 acides aminés), qui a été
conjuguée a un oligonucléotide par I'établissement d'une
liaison covalente disulfure (17) (fig. 13).

~0 8

Enzyme-SH

ENZYME—s =

Fig. 13. - Schéma général de synthése d'un conjugué enzyme-oligenucléotide par échange de liaison disulfure.

L'hydrolyse de I'’ARN cible s'effectue de maniére trés pré-
cise sur une seule liaison phosphodiester, mais nécessite le
cofacteur Ca?’, ce qui limite I'utilisation de cette stratégie aux
applications in vitro, puisque il n'est pas possible d'éliminer le
Ca?* in vivo en utilisant des agents de chélation.

La phosphatase alkaline est un autre exemple d'enzyme
qui a été couplée a un oligonucléotide (18).

0
I Cross-linkers activés photochimique-
ment.

A coté des cross-linkers chimiques
que nous venons d'étudier, il existe un
autre type de “liaison croisée” qui est
réalisée par irradiation. Les dérivés les

o plus étudiés sont ceux du psoraléne
‘ (19) (fig. 14). A la suite de l'irradiation
avec de la lumiére de longueur d’onde
d'environ 365 nm, ces agents interca-
lants causent une interaction entre
deux bases (le plus souvent des thy-
mines) donnant lieu a des cyclobu-
tanes. La photoréaction des bases,
suivie de traitement alcalin, conduit au
clivage de ce cross-linking.

Cl

el

Les dérivés p-azidophénacyle sont
aussi utilisés en tant qu'agents de
cross-linking. lls conduisent & la for-
mulation de radicaux nitréne, trés
réactifs, aprés irradiation 8 > 300 nm
(20) (fig. 14).
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Conjugué avec le psoraléne.
Fig. 14.

Conjugués avec des agents transporteurs et oligonuciéo-
tides-peptides.

Le transport des oligonucléotides vers l'intérieur des cel-
lules est facilité par I'attachement a des peptides.

Le groupe de Lebleu et al. (21) a couplé la poly-L-lysine de
poids moléculaire 50000 a des oligonucléotides antisens.
L'approche suivie est semi-enzymatique et semi-chimique. Il
a utilisé I'enzyme ligase de I'ARN du phage T4 pour prolon-
ger l'extrémité 3" de l'oligonucléotide d'une unité ribosique,
qui a été ensuite oxydée avec du periodate, condensee avec
le groupe 6-aminé de la polylysine et réduite avec NaBH,CN
en dérivé N-morpholine (fig. 15).
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Fig 15. - Synthése d'un oligonucléotide conjugué en 3" avec la polylysine.

L'effet de pénétration a été impressionnant, comparé avec
les résultats usuels. L'inhibition antivirale spécifique en cul-
ture cellulaire a été obtenue avec des concentrations de l'or-
dre de 100 nM, alors que précédemment il fallait des concen-
trations de I'ordre du micromolaire pour obtenir un effet.

Cette performance accrue peut s’expliquer
par une combinaison de deux effets: la stabili-
sation envers les 3" exonucléases et une amé-
lioration de la pénétration due a un effet de sta-
bilisation de I'hélice induite par le polycation.
La polylysine a cependant le désavantage
d'avoir un effet toxique a des concentrations de
2 pM et d'induire la formation d'agrégats avec
les oligonucléotides, ce qui pose des difficultés
expérimentales.

La synthése de nucléopeptides a été effec-
tué en établissant des liaisons esterphosphate
avec les chaines latérales de la tyrosine et la
sérine. Plus générale cependant est la
méthode qui consiste a assembler successive-
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Conjugué avec I'azidophénacyle.
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ment en phase solide une unité pep-
tidique et une unité oligonucléotidi-
que. La chaine peptidique est syn-
thétisée sur le suport solide par la
meéthode de Fmoc. Ensuite un bras
4-hydroxybutyrylique est attaché,
sur lequel s'initie la synthése de
I'oligonucléotide (22).

sy

L'attachement de transporteurs
spécifiques est l'approche qui
devrait donner les meilleurs résul-
tats dans le futur. Par exemple, la conjugaison d’oligonucléo-
tides avec une protéine qui participe au processus de capta-
tion cellulaire induit par les récepteurs des macrophages (le
MBSA, pour “maleylated bovine serumalbuming”), pourrait
étre utile pour le traitement de la leishmaniose (le parasite
pathogéne se loge dans les macrophages). Les oligonucléo-
tides antisens pourraient aussi étre couplés & des protéines
non toxiques de l'enveloppe de virus ou a des toxines
"détoxifiées” de bactéries, pour faciliter la pénétration cellu-
laire.

Conjugués a des transporteurs lipophiliques et incorporés
dans les liposomes.

Les agents lipophiliques facilitent
aussi la captation des oligonucléo-
tides antisens par les cellules. Plu-

sieurs groupes ont synthétisé des

conjugués d'oligonucléotides avec

le cholestérol (23) et avec des

p# alcools a longue chaine lipidique

e0” \0 G (24) en utilisant souvent les liaisons

esterphosphate dans la position b

des oligonucléotides et quelquefois

la position 3" (notamment avec le

| cholestérol) (fig. 16). Trés souvent les

(CHy )4 oligonucléotides sont modifiés en

Poly-lysine phosphorothioates. Ces dérivés ren-

dus lipophiligues présentent un fort

accroissement de leur activité inhi-

bitrice, qui peut étre dd a une aug-

mentation de la stabilité et a l'interaction avec les couches

lipidiques des membranes cellulaires. Les effets observés ne

sont pas toujours du type antisens, ce qui corrobore |'obser-
vation sur le manque de spécificité des phosphorothioates.

Un autre moyen d’améliorer la pénétration des oligonu-

cléotides antisens a travers les membranes, fait appel a leur
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Fig. 16. - Oligonucléotides conjugués a des dérivés lipidiques.
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incorporation dans les liposomes. Ces particules microscopi-
ques, composées de bicouches lipidiques pénétrent dans les
cellules par phagocytose ou endocytose.

Le temps de demi-vie des liposomes conventionnels dans
le sérum est trés court en raison de leur captation rapide par
le systéme réticuloendothélial du foie et de la rate. Cepen-
dant des travaux visant a produire des liposomes plus stables
sont en développement. Néanmoins l'incorporation des oli-
gonucléotides dans les liposomes est trés peu documentée.
[l serait interessant d'essayer cette approche, notamment
avec des immunoliposomes sur lesquels on incorpore des
anticorps pour attaquer spécifiquement les cellules qui
contiennent 'antigéne de surface correspondant. On pourrait
ainsi réaliser un double ciblage, celui des cellules visées et
celui du mateériel génétique a inhiber, tout en protégeant et en
transportant I'oligonucléotide a l'intérieur de la cellule.

Les résultats.

Un trés grand nombre d'essais d'inhibition antisens a été
décrit dans les revues de la spécialité. Le domaine le plus
exploité est sans doute l'inhibition virale. Néanmoins les
parasites protozoaires et les oncogénes des protéines régu-
latrices sont des exemples d'autres cibles qui ont été I'objet
de nombreuses études d'inactivation avec les oligonucléo-
tides antisens.

Citons parmi les virus étudiés, celui du SIDA (VIH), de I'hé-
patite B, de I'herpes simplex, de l'influenza, de la stomatite
vésiculaire, du sarcoma de Rous. Le VIH-1 a été testé avec
des oligonucléotides non modifiés, des phosphorothioates,
des phosphoramidates, des méthylphosphonates, des conju-
gués avec le cholestérol. Tous inhibent I'activité du virus en
culture. Les séquences cibles les plus efficacement inhibées
sont les sites d'épissage de I'ARN et les sites de liaison des
amorces du VIH (25), ou démarre la transcription du géndéme
viral.

Un modéle animal, celui de la souris (choisi en raison de
son faible poids qui exige des quantités plus faibles d'oligo-
nucléotides qui sont encore trés colteux) a été employé pour
tester |'efficacité inhibitrice des oligométhylphosphonates
contre le virus de I'herpes (HSV-1). L'application de ces
méthylphosphonates sous forme d'une créme sur l'oreille
infectée d'une souris empéche les lésions causées par I'HSV.

Les souris sont aussi partiellement protégées (~ 50 %)
contre l'infection causée par le virus mortel de I'encéphalite
par des oligonucléotides antisens portant des groupes alky-
lants, notamment le (N(2-chloroéthyl)-N-methylamino)benzy-
lamine (26).

Il est aussi a signaler 'effet parasitocide obtenu contre le
protozoaire monocellulaire Trypanosoma brucei, responsable
de la maladie du sommeil chez I'homme. Quand on incube T
brucei en présence d'oligonucléotides antisens dérivatisés
avec l'intercalant acridine, les parasites cessent définitive-
ment de se mouvoir (27). La cible choisie dans ce cas a été la
séquence du mini-exon, constitué par 35 nucléotides, com-
mune a I'extrémité 5’ des ARN messagers du parasite.

Un domaine d'application trés prometteur est celui de la
thérapie du cancer. Le proto-oncogéne c-myc, dont la surex-
pression est mise en corrélation avec le cancer des pou-
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mons, du célon et avec les neuroblastomes, a éte |'objet de
divers travaux. Le groupe de B. Lebleu notamment a réussi &
inhiber I'expression du géne c-myc, en cellules en culture, en
employant des oligonucléotides liés de fagon covalente a de
la poly(L-lysine), dirigés contre la région du codon d'initiation
et des quatre codons suivants de '’ARN messager de c-myc
(28).

En plus des applications a des fins médicales, les oligonu-
cléotides antisens possédent un extraordinaire potentiel dans
la recherche de la fonction des génes aussi bien in vitro que
in vivo.

Un exemple d'essai visant a élucider le role de biomolé-
cules spécifiques est celui qui a permis d'établir gqu'une
molécule hien précise produite par le cceur, le facteur de
transformation de croissance 33 (TGFB3) joue un réle essen-
tiel dans la transformation épithélial-mésenchyme de la cel-
lule (29). Les essais ont été réalisés sur des "explants” de
coeur d'embryons de poulet, traités par des oligonucléotides
phosphoroamidates antisens dirigés vers des régions non
conservées des génes des facteurs TGFB1,-2,-3, et -4 et ont
montré que seul celui dirigé contre le gene de TGFR3 inhibe
le développement du mésenchyme cellulaire.

Encore plus spectaculaires ont été les essais réalisés pour
inhiber I'accumulation in vivo de cellules de muscle lisse
artériel. Le porto-oncogéne c-myb est synthétisé en divers
types cellulaires et contrble la croissance et la différenciation
cellulaire. Il est notamment impliqué dans la prolifération
induite par des mitogénes des cellules de muscle lisse vas-
culaire (SMC), qui constitue le chemin majeur de |'athéroge-
nése. Les essais réalisés in vivo ont consisté en la livraison
locale d'oligonucléotides phosphorothioate antisens dirigés
contre la position 4 a 22 de la séquence nucléotidique de
c-myb (30). Pour cela les auteurs ont inséré un cathéter dans
les artéres carotidiennes de rats, dénudant I'endothélium, ce
qui induit une haute migration et prolifération de SMC tout le
long du vaisseau sanguin affecté, provoquées par la synthése
et le relachement de mitogénes. Pour faire agir les oligonu-
cléotides, ceux-ci ont été appliqués sous forme de solution
pluronique, sur I'artére carotidienne, juste apres l'insertion du
cathéter. Au contact avec les tissus a 397, la solution coagule,
formant une couche de gel enveloppant la région traitée. Les
blessures ont été fermées aprés |'application du gel et les
rats ont é1é placés dans leurs cages. Deux semaines plus tard
la portion traitée du vaisseau sanguin a été enlevée et les
niveaux de 'ARN messager de c-myb ont été déterminés
chez les animaux traités avec les oligonucléotides antisens et
les contréles. Contrairement aux contréles, les artéres caroti-
diennes des rats traités ne présentaient pas de I'ARN de |'on-
cogene. En outre, I'examen morphologique a révélé qu'il n'y
avait pratiquement pas d'accumulation de SMC chez les ani-
maux traités avec les oligonucléotides antisens, alors qu'une
accumulation importante a été observée chez les contréles.

Ceci montre que I'expression de c-myb est essentielle au
fonctionnement de cette voie mitagénigue et suggére que
les dérivés des oligonucléotides antisens pourraient étre uti-
lisés en tant qu'agents thérapeutiques des maladies cardio-
vasculaires.

Les perspectives futures.

Les succes décrits dans de nombreux travaux montrent
que les oligonucléotides antisens et leurs dérivés exercent un
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effet inhibiteur au sens propre, lié & la spécificité de leur inter-
action avec la cible. Leur action peut étre améliorée en syn-
thétisant des analogues appropriés.

Les résultats obtenus in vivo ouvrent des perspectives
encourageantes et incitent a de nouveaux développements,
d'autant plus que des problémes de toxicité n‘ont pas été
rencontrés bien que des études plus approfondies et com-
plétes soient nécessaires dans ce domaine.

Il est cependant indispensable que des progres soient réa-
lisés visant & diminuer le co(t de la synthése qui rend la pro-
duction de quantités utiles aux applications en masse irréa-
liste. C'est un défi aux chimistes qui doivent trouver de
nouvelles approches de synthése.

Les recherches futures doivent encore se pencher sur
I'amélioration de I'efficacité des oligonucléotides a travers les
membranes et sur leur pilotage spécifique a l'intérieur des
cellules et des compartiments cellulaires ou se trouve la
cible. Cela augmenterait leur efficacité et devrait diminuer les
colts.

Ces difficultés ne devraient pas constituer un décourage-
ment a la recherche, qui devrait au contraire étre fortement
soutenue dans ce domaine, car nous sommes probablement
en passe de dominer un nouveau type d'agent thérapeutique
aux potentialités pratiquement illimitées.
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