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INTRODUCTION GENERALE. 
 

Au  début  des  années  1950,  il  était  déjà  connu  que  l’acide  désoxyribonucléique  est  constitué  
d’une  chaine  2’-désoxyribophosphate qui porte des bases azotées de type purine (adénine 
et guanine) et, ou pyrimidine (cytosine et thymine). Il avait aussi déjà été  admis  que  l’ADN  
est   le   support   de   l’hérédité.   La   question   de   la   transmission   de   cette   hérédité restait 
cependant en suspend et restait donc à élucider. 

En  1950,  Chargraff  démontra  que   la  quantité  d’adénine  est  toujours  égale  à   la  quantité  de  
thymine et que la quantité de cytosine est toujours égale à la quantité de guanine quelques 
soit   l’espèce   dont   l’ADN   est   extrait   (CHARGAFF 1950). En 1953, Franklin et Gosling ont 
élucidé la structure hélicoïdale de  l’ADN  en  utilisant la technique de diffraction des rayons X 
(Franklin et Gosling 1953). Enfin en 1953, Watson et Crick proposèrent un modèle de 
structure en  double  hélice  de  l’ADN  qui  repose  sur  la  complémentarité spécifique des bases 
azotées (Figure 1) (Watson et Crick 1953). 

 

Figure 1 : Structure des bases nucléiques puriques (A G) et pyrimidiques (C T). 

 

Après  la  découverte  de  la  structure  de  l’ADN,  sont  nées  de  nouvelles  disciplines  telles  que  la  
biologie moléculaire et la chimie des acides nucléiques qui se sont beaucoup développées 
pour devenir des domaines de recherche indispensables. 

Depuis la fin des années 1970, les oligonucléotides peuvent être produits avec des 
synthétiseurs automatiques. Cette synthèse se fait sur support solide et elle est de nos jours 
employée en routine dans   les   laboratoires  pour  produire  de   l’ADN  ou  de   l’ARN  nécessaire 
aux expériences. Ce développement de la synthèse automatisée conjugué aux progrès 
réalisés dans le domaine de la biologie moléculaire et à une connaissance accrue en 
génomique   fait   que   l’ADN   ou   l’ARN   peuvent   être   à   la   fois   utilisés   comme   des   outils   de  
biotechnologie ou de diagnostic, ou des agents thérapeutiques. 
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La réaction de polymérase en chaîne (PCR) consiste à amplifier un fragment d’ADN   en  
plusieurs millions de copies à partir de quelques  copies  grâce  à  l’enzyme  ADN  polymérase.  La  
réaction de PCR alterne des cycles de chauffage et de refroidissement qui permettent de 
séparer   ou   d’hybrider   deux   brins   d’un   fragment   d’ADN.   C’est   une   technologie   qui   a 
énormément contribuée au développement de la biologie moléculaire et qui de nos jour est 
utilisée   en   routine   pour   la   production   de   longs   fragments   d’acide   nucléique   par   voie  
enzymatique,   pour   la   détection   de   séquences   génomiques   ou   pour   le   diagnostic.   C’est   en  
1983 que Kary Mullis inventa la réaction de polymérase en chaîne pour laquelle il reçut le 
Prix   Nobel   de   Chimie   en   1993.   La   PCR   nécessite   l’utilisation   d’oligonucléotides   servant  
d’amorces  ou  de  sondes  pour  pouvoir  amplifier  l’ADN  ou  détecter  une  séquence  cible.  C’est  
donc le développement de la synthèse des oligonucléotides en parallèle de celui de la PCR 
qui  a  permis  l’essor de cette technique. 

Dans le premier chapitre de mon manuscrit, je présenterai les principales techniques de 
biologie  moléculaire  basées  sur  l’hybridation  spécifique  d’une  séquence  d’ADN  avec  sa  cible.  
Je décrirai plus en détails les principes de la PCR et ainsi que les modifications chimiques 
développées pour améliorer cette technique. Je retracerai enfin les grandes étapes qui ont 
permis le développement de la synthèse automatisée des oligonucléotides que nous 
utilisons de nos jours. 

Le domaine thérapeutique utilise également les oligonucléotides, comme la thérapie basée 
sur   l’ARN   interférence.  Cette  application  utilise  de  petits  duplexes  de  21-25 paire de bases 
qui une fois introduits dans la cellule, clivent  un  ARN  messager  cible    pour  induire  l’inhibition  
de la production de la protéine correspondante. Les duplexes de siRNAs sont habituellement 
formés   à   partir   de   brins   d’ARN  modifiés   qui   ont   pour   propriétés   d’être   plus stables dans 
l’organisme   et   d’avoir   une   meilleure affinité pour leur séquence cible que les siRNAs 
naturels. 

Dans le deuxième chapitre de ma thèse, je présenterai les principales stratégies 
thérapeutiques basées sur   l’utilisation   de   l’ADN  et   surtout   l’ARN. Je décrirai également le 
mécanisme  de  l’ARN  interférence  ainsi  que  les  modifications  chimiques  introduites  dans  les  
duplexes pour améliorer la stabilité des siRNAs in vivo.   J’introduirai   également   les   entités  
moléculaires qui ont déjà été conjuguées aux siRNAs pour améliorer leur pénétration 
cellulaire. 

Que   ce   soit   dans   le   domaine   de   la   PCR   ou   de   la   thérapie   utilisant   l’ARN,   c’est   sur   une  
hybridation spécifique entre un oligonucléotide et sa séquence cible que sont fondées ces 
deux applications. Pour améliorer ces deux techniques, nous avons donc développé nos 
recherches sur des oligonucléotides conjugués à des unités cationiques à base de spermine 
destinés   à   améliorer   l’hybridation   moléculaire   des   acides   nucléiques   ou   la   pénétration  
cellulaire. La chimie des conjugués oligonucléotide-oligospermine a été préalablement initié 
au sein du Laboratoire de Chimie Génétique (Faculté de Pharmacie, Illkirch). Au travers 
d’une   collaboration   étroite   entre   le   laboratoire   et   la   société   Polyplus-transfection, nous 
avons continué au cours de cette thèse à comprendre, améliorer et optimiser cette chimie 
appliquée à des conjugués de type ADN et ARN et à des conjugués ayant une charge globale 
de négative à positive. 

Dans le troisième chapitre, j‘introduirai le concept qui consiste à conjuguer des oligocations 
comme la spermine à des oligonucléotides pour augmenter leur affinité pour leurs 
séquences cible.   Je   discuterai   du   fait   de   pouvoir   moduler   la   charge   globale   d’un  
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oligonucléotide simple brin ou double brins et des apports attendus dans les deux domaines 
d’application  étudiés.   

Je décrirai ainsi la synthèse, la purification et la caractérisation des conjugués 
oligonucléotide-oligospermine de charge globale négative pour leur utilisation en biologie 
moléculaire dans la quatrième chapitre. Je présenterai également nos travaux concernant 
l’évaluation   de   la   stabilité   de   des conjugués oligonucléotide-oligospermine et quelles 
modifications ont été apportées et sont proposées pour une stabilité plus optimale. Dans ce 
chapitre, les résultats obtenus avec nos conjugués  lorsqu’ils  sont  utilisés  comme  amorce  ou  
comme sondes en PCR seront discutés et présentés sous la forme de deux publications. 

Le   cinquième  chapitre  de  cette   thèse  porte   sur   l’utilisation  des   conjugués  oligonucléotide-
oligospermine de charge globale positive. J‘introduirai  les  avantages  attendus  de  l’utilisation  
des conjugués oligonucléotide-oligospermine pour éteindre un gène cible via la voie de 
l’ARN  interférence.  Pour  ce  domaine  d’application,  les  conjugués  sont  de  nature  ARN,  c’est  
pourquoi je détaillerai la synthèse de conjugués ARN, qui est différente de celle de 
conjugués ADN. Je détaillerai également la formation des duplexes de siRNA cationique et 
leur caractérisation. Les résultats biologiques seront rapportés sous   la   forme   d’une  
publication puis seront également commentés et discutés. Des premiers résultats in vivo 
compléteront ce chapitre. 

Une conclusion générale suivra afin de résumer les résultats les plus marquants et ouvrir les 
perspectives de nos travaux. 
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CHAPITRE 1 : LES ACIDES NUCLEIQUES EN BIOLOGIE MOLECULAIRE. 
 

A. UTILISATION. 

1. Généralités. 
 

L’ADN  génomique  humain  est  composé  d’un  peu  plus  de  3  milliards  de  paires  de  bases. Les 
variations de séquences (insertion, délétion, polymorphisme d’un   seul   nucléotide) 
représentent moins de 0.1% du génome humain. Ces variations de séquences peuvent être 
classées en deux catégories. La première catégorie est le polymorphisme, définit comme 
étant les  variations  d’un  allèle  (versions différentes d’un  même  gène  de par sa séquence) et 
présentent dans le génome pour au moins 1% de la population. La deuxième catégorie de 
variations de séquences est appelée mutation. On parle de mutations lorsque les variations 
de séquences sont inférieures à 1% de la population. La détermination de variations de 
séquences du génome humain est nécessaire pour identifier la cause des maladies 
courantes, ainsi que pour choisir les éventuelles cibles thérapeutiques.  C’est  dans  ce  but  que  
l’ADN   monobrin   peut   être   utilisé   comme   outil   pour   la biologie moléculaire grâce à sa 
propriété   d’hybridation  qui   lui   permet   de   s’associer,   spontanément,   spécifiquement   et   de  
manière  réversible  au  brin  portant  sa  séquence  complémentaire.  L’hybridation  moléculaire  
se caractérise par la formation de liaisons hydrogènes entre les bases puriques et 
pyrimidiques  constituant  l’ADN.  Diverses  techniques  d’analyses  sont  basées  sur  l’hybridation  
moléculaire. J‘introduirai quelque unes de ces techniques largement utilisées de nos jours. 

 

2. Hybridation in situ fluorescente: FISH. 
 

Malgré   une   utilisation   en   forte   croissance   des  méthodes   directes   d’analyses   utilisant   des  
acides nucléiques, les analyses cytogénétiques restent encore très utilisées en routine. Plus 
de 400 000 caryotypes sont réalisés chaque année aux Etats-Unis et au Canada en utilisant 
l’hybridation  in situ fluorescente (FISH : « Fluorescence in situ hybridization »). Durant les 20 
dernières années la technique FISH était très utilisée pour localiser des séquences 
spécifiques du génome ou pour étudier des aberrations chromosomiques. La technique FISH 
est une méthode cytogénétique utilisée pour détecter et localiser la présence ou non de 
séquences   spécifiques   d’ADN   sur   les   chromosomes   dans   les   cellules   ou   les   tissus.   Cette  
technique utilise des sondes fluorescentes   qui   viennent   s’hybrider   sur   la   partie   du  
chromosome qui porte leurs séquences complémentaires (Figure 2). On observe ensuite au 
microscope à fluorescence la zone où les sondes se sont fixées sur le chromosome. 
L’hybridation in situ fluorescente est le plus souvent utilisée pour identifier certaines 
caractéristiques   de   l’ADN  mais   elle   peut   aussi   être   utilisée   pour   localiser   l’ARN  messager  
dans  les  tissus.  D’une  manière  générale  cette  méthode  permet  de  localiser  dans  l’espace et 
dans  le  temps  l’expression  des  gènes  dans  les  cellules  et  les  tissus. 
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Figure 2 : Schéma du principe de la technique FISH. 

 

Lors   des   analyses   utilisant   la   technique   FISH,   les   cellules   que   l’on   veut   étudier   sont  
généralement  fixées  et  perméabilisées  sur  une  plaque  de  verre.  La  séquence  d’ADN  cible  du  
chromosome en métaphase ou interphase est ensuite dénaturée avec du formamide, la 
double hélice est ainsi ouverte et les deux brins de la séquence cible sont séparés. La sonde 
marquée  avec  un  fluorophore  est  ensuite  mise  en  contact  avec  l’échantillon  dénaturé  durant  
12   h   pour   permettre   l’hybridation.   On   rince   ensuite   l’excès   de   sondes   non   hybridées   en  
lavant plusieurs fois la plaque de verre. On observe ensuite le résultat obtenu avec un 
microscope  à  fluorescence  capable  d’exciter  le  fluorophore.  On  obtient  ainsi  des  images  des  
chromosomes étudiés portant de petites tâches fluorescentes correspondantes aux zones où 
se sont hybridées les sondes. 

 

3. Southern blot et Northern blot. 
 

Le Southern blot et le Northern blot sont deux techniques utilisées en biologie moléculaire 
pour   étudier   l’expression   des   gènes   en   détectant soit l’ADN   (Southern   blot)   soit l’ARN  
(Northern blot). Ces deux techniques permettent de repérer les ADN ou ARN cibles par 
l’intermédiaire  de   sondes  marquées  qui   s’hybrident  à   leurs   séquences   complémentaires.   Il  
est ainsi possible de quantifier les ADN ou ARN cibles pout mettre en évidence les variations 
de séquences plus ou moins importantes dans le génome. 

La  mise  en  œuvre de ces techniques de « blotting » comporte plusieurs étapes. La première 
étape   consiste   à   extraire   l’ADN   et   l’ARN   des   échantillons   à   étudier,   l’ADN   est   ensuite  
fragmenté par une enzyme de restriction. La deuxième étape consiste à séparer les ADN et 
les ARN selon leurs tailles par électrophorèse sur gel. Les sondes marquées ne peuvent pas 
directement   s’hybrider   à   leurs   séquences   cibles   dans   le   gel.   Les   bandes   contenant   les  
échantillons sont donc transférées sur des membranes en Nylon par capillarité. Les 
membranes en Nylon sont chargées positivement ce qui leur permet de fixer les ADN et les 
ARN qui sont eux chargés négativement. Le tampon de transfert utilisé contient de la 
formamide,  un  dénaturant  qui  permet  d’éviter  la  formation  de  structures  secondaires sur les 
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simples brins ADN et ARN. Après avoir été transférés sur les membranes, les fragments 
d’ADN  et  d’ARN  sont  fixés  de  façon  covalente  en  utilisant  un  rayonnement  UV.  On  dépose  
ensuite   sur   les   membranes   les   sondes   marquées   qui   vont   venir   s’hybrider sur leurs 
séquences   cibles.   L’excès   de   sondes   non   hybridées   est   ensuite   éliminé   par   lavage,   ce   qui  
permet   d’éviter   une   hybridation   non   spécifiques   des   sondes   et   donc   d’éviter   l’apparition  
d’un  bruit  de  fond  résiduel.  Le  résultat  est  observé  soit  grâce  à  des films sensibles aux rayons 
X  si le marqueur est du phosphore 32P, soit après excitation de la membrane dans le spectre 
UV si le marqueur est un fluorophore (Figure 3).  

 

 

Figure 3 : Principe du Northern Blot. 

 

4. Puce à ADN. 
 

Dans les années 1990, une autre méthode qui se rapproche de celle-ci  s’est  développée : les 
puces  à  ADN.  Cette  méthode  est  également  basée  sur   l’hybridation  moléculaire  des  acides  
nucléiques.L’avantage   des   puces   à   ADN   par   rapport aux techniques de « blotting » est 
qu’elles  permettent  d’évaluer  rapidement  et  simultanément  l’expression  de  plusieurs  gènes. 

Les  puces  à  ADN  sont  constituées  d’un  ensemble  de  fragments  d’ADN  fixés  sur  une  plaque  
de  verre  recouverte  d’une  matrice  qui  permet de les accrocher sur la plaque. Chaque dépôt 
de   fragments   d’ADN   contient   quelques   picomoles   d’une   séquence   spécifique,   ces   dépôts  
constituent les sondes. Une plaque peut contenir 1 000 sondes par cm2 soit quelques 12 000 
sondes  par  plaques.   L’ADN   fixé   sur   ces   sondes  provient  de   fragments  d’ADN  amplifiés  par  
PCR   (ADNc,   ADN   complémentaire).   Ces   sondes   ADN   vont   cibler   l’ADNc   obtenu   par  
transcription  inverse  de  l’ARN  issu  d’une  culture  cellulaire.  Une  fois  que  l’ARN  est  extrait  des  
cultures cellulaires et que la transcription inverse a été effectuée pour obtenir la cible ADNc, 
cette   cible  est  marquée  avec  un   fluorophore  qui  permet  de  vérifier   s’il  y  a  hybridation  ou  
non (Figure 4).  L’hybridation  est  détectée  à   l’aide  d’un photomultiplicateur après irradiation 
des  dépôts  avec  un  laser.  Pour  pouvoir  comparer  l’expression  des  gènes  dans  deux  cultures  
de cellules différentes, on utilise deux fluorophores différents, pour la première on va 
utiliser par exemple la Cyanine 3 (Cy3 ; émission dans le vert) et pour la deuxième on va 
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utiliser la Cyanine 5 (Cy5 ; émission dans le rouge). Les dépôts des cibles différemment 
marquées se font sur la même plaque. Après incubation, les fluorophores sont excités avec 
le laser à leurs longueurs d’ondes d’excitation   respectives. En superposant les images 
obtenues on peut identifier selon la couleur du dépôt, l’intensité   d’expression   de   chaque  
gène. Pour un dépôt, si le gène est plus exprimé dans la première culture on obtient une 
coloration verte, si ce sont les gènes de la deuxième culture qui sont exprimés, on obtient 
une couleur rouge. De la même manière, si les gènes des deux cultures sont exprimés 
simultanément,   on   obtient   une   couleur   jaune   et   si   aucun   n’est   exprimé   il   n’y   a   aucune  
coloration.  

 

 

 

Figure 4 : Principe des puces à ADN. 

 

5. La réaction en chaîne par polymérase : PCR. 
 

Principe. 

La réaction en chaîne par polymérase (ou PCR : « polymerase chain reaction ») est une 
méthode  biochimique  qui  permet  l’amplification  de  quelques  copies  d’une  séquence  d’ADN  
ou   ARN   double   brin   en   plusieurs   milliers   voir   millions   de   copies,   c’est   une   amplification  
exponentielle (Saiki et al. 1985).    C’est  Kary  Mullis  qui  développa  la  PCR  en  1985,  il  reçut  le  
Prix Nobel de Chimie pour cette découverte en 1993. En 1988, la découverte   d’une   ADN  
polymérase résistante aux températures élevées : la Taq Polymérase a permis 
l’automatisation  de  la  PCR  (Saiki et al. 1988). 
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Cette   méthode   d’amplification   est   basée   sur   des   cycles   alternant   des   phases   à   haute  
température puis à basse température permettant la réplication enzymatique  de  l’ADN.  Les  
amorces PCR contenant la séquence complémentaire de la séquence cible à amplifier et, 
l’enzyme  ADN  polymérase  sont   les  composants   les  plus   importants  pour  une  amplification  
fiable   par   PCR.   Le   fait   que   l’amplification   PCR   soit   exponentielle vient du fait que chaque 
nouveau  double  brin  issu  de  l’amplification  sert  de  matrice  à  une  nouvelle  amplification.  La  
quantité  d’ADN  formée  double  donc  à  chaque  cycle  de  PCR  (Figure 5).  

La  méthode  d’amplification  par  PCR est constituée de cycles de 3 étapes. La première étape 
de  ce  cycle  consiste  à  chauffer  le  brin  d’ADN  que  l’on  veut  copier  à  95°C  pour  le  dénaturer,  
les deux brins sont ainsi séparés. Lors de la deuxième étape, la température est ensuite 
réduite entre 40°C et 65°C pour permettre aux amorces PCR (oligonucléotides de 15-20 
nucléotides)   de   s’hybrider   aux   séquences   complémentaires   à   amplifier   situées   aux  
extrémités  3’  de   chaque  brin.   L’étape   finale   consiste  à   remonter   la   température  du  milieu  
réactionnel à 72°C,  la  température  à  laquelle  la  polymérase  effectue  l’élongation. 

Il  peut  être  aussi  nécessaire  de  chauffer  plus  fort  lors  des  premiers  cycles  de  PCR  car  l’ADN  à  
amplifier au départ est souvent plus long que les amplicons (ADN double brin issue de la 
réaction  d’amplification).  D’autre   part,   certaines   polymérases   ont   besoin   d’être   activées   à  
une température plus importante que celles utilisées lors des cycles de PCR. 

L’efficacité  d’amplification  de  la  PCR  est  telle  qu’au  bout  de  20  cycles  on  obtient  220 copies 
soit 1 million de copies en quelques heures. 

 

Figure 5: Principe de l'amplification par PCR. 
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a) La PCR quantitative. 
 

La  PCR  est  l’outil   le  plus  puissant  pour  détecter  de  faibles  quantités  d’acides  nucléiques,  ce  
qui   lui   permet   d’être   utilisée   pour   quantifier   l’expression des gènes. Théoriquement, 
pendant   la   réaction   d’amplification   de   la   PCR,   chaque   séquence   cible   est   amplifiée  
proportionnellement  à  sa  quantité  présente  au  départ  dans  l’échantillon.  C’est  à  partir  de  ce  
consatat que la PCR quantitative fût développée. La technique de PCR quantitative est basée 
sur   l’observation   des   amplicons   révélés   au   bromure   d’éthidium   après   leur   séparation   sur  
gels   d’agarose   (Figure 6).   Le   traitement   de   l’image   du   gel   d’agarose   obtenue   permet   de 
quantifier   les   amplicons   par   densitométrie   en   mesurant   l’intensité   des   bandes   du   gel  
révélées  au  bromure  d’éthidium.  La cinétique variable de la PCR et la  révélation au bromure 
d’éthidium  qui  n’est  pas  homogène  selon  les  essais  posent  des  problèmes  de  précision.  En 
effet   la   réaction   d’amplification   a une cinétique qui varie selon les essais induisant une 
variation  sur  les  quantités  d’amplicon  générés, et donc induisant de ce fait une erreur sur la 
quantification  de  l’expression  des  gènes.  

 

Figure 6 : Principe de la PCR quantitative. 

 

b) La PCR en temps réel ou « Real Time PCR ». 
 

Pour pallier le manque de précision de la PCR quantitative standard a été développée la PCR 
en   temps   réel   qui   a   l’avantage   de   mesurer   l’amplification   de   la cible plus tôt lorsque la 
réaction  d’amplification  est  la  plus  efficace  (rendement  proche  de  100%).   

Pendant  l’amplification  par  PCR,  les  fragments  d’ADN  sont  censés  être  copiés  à  chaque  cycle  
pour   permettre   une   amplification   exponentielle   de   l’ADN   initiale. Ceci est vrai lors des 
premiers  cycles  lorsque  les  réactifs  sont  en  excès.  Plus  la  quantité  d’amplicons  augmente  au  
cours   des   cycles,   plus   la   quantité   de   réactifs   diminue.   En   suivant   la   quantité   d’amplicons  
produite au cours de la réaction, il apparait que la réaction de PCR peut être divisée en trois 
phases (Figure 7). 
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Figure 7 : Phases de la réaction de PCR quantitative. 

La première phase est la phase exponentielle au cours de laquelle la réaction est effective à 
100%,   ce   qui   signifie   que   la   quantité   d’amplicons   est   doublée   à   chaque   cycle.   Avoir   une  
efficacité  de   réaction  de  100%  n’est  pas   toujours  possible   et  pour   y   arriver   il   faut  que   les  
conditions  soient  optimisées.  Comme  la  quantité  d’amplicons  s’accumule  exponentiellement  
au cours du temps, les amorces présentes en quantité constante dans le milieu réactionnel 
rentrent en compétition avec les amplicons qui se réhybrident entre eux. Ce phénomène 
induit  une  baisse  de   l’efficacité  de   la   réaction  d’amplification.   Il  devient  significatif   lorsque  
les  quantités  d’amplicons  produites  atteignent  quelques  nano-grammes par microlitre. 

Au  cours  du  temps  l’efficacité  de  la  réaction  d’amplification  diminue,  on  entre  alors  dans  la  
deuxième phase de la PCR, appelée phase linéaire. Lors de cette phase la quantité 
d’amplicons   produite   à   chaque   fin   de   cycle   n’est   plus   doublée  mais   variable.   En   effet   les  
quantités de réactifs ne diminuent pas dans les mêmes proportions au fur et à mesure de la 
réaction et les amplicons formés ne sont plus exactement identiques aux copies de départ. 

Lorsque  tous   les  réactifs  commencent  à  s’épuiser,   la  réaction  d’amplification  diminue  pour  
finir  par  s’arrêter,  c’est   la  phase  plateau  de   la  réaction  d’amplification.  Les  variations de la 
réaction   d’amplification   lors   de   la   phase   linéaire   conduisent   à   la   formation   de   quantités  
d’amplicons   finales   très   différentes.   En   effet, chaque réaction atteint son plateau à des 
niveaux  différents  d’amplicons  car  chacune  a une  cinétique  d’amplification différente. Pour 
faire  une  comparaison,  c’est  en  général  lorsque  la  réaction  atteint  ce  plateau  d’amplification  
que les amplicons sont analysés en PCR traditionnelle. 
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Mesure  de  la  production  d’amplicons.  

Comparée à la PCR standard, la PCR en temps  réel  mesure  la  quantité  d’amplicons  produite  à  
chaque  cycle  d’amplification  en  utilisant  des  composés  fluorescents. Cette quantification en 
temps   réel   s’effectue   en   marquant   puis   en   détectant   les   amplicons   produits   grâce   à   un  
marqueur fluorescent qui vient   s’intercaler   dans   le   petit   sillon   des   amplicons   formés.   Par  
rapport  à  la  PCR  standard,  la  PCR  en  temps  réel  permet  d’augmenter  la  vitesse  d’analyse  en  
réduisant le nombre de cycles. Elle a aussi l’avantages  d’être  plus  précise  et  de  s’affranchir  
de  l’analyse  finale  par  gel  d’électrophorèse. 

Mise en œuvre de la PCR en temps réel. 

La PCR en temps réel suit un protocole multi-étapes  qui  exige  d’utiliser  un  ARN  de  départ  
très  pur,  de  procéder  à  une  conversion  optimale  de   l’ARN  en  ADN  complémentaire  et  qui  
nécessite également une détection sensible et précise. Grâce au développement des kits 
commerciaux,   il   est   maintenant   facile   du   purifier   l’ARN   à   moindre   coût   (plus   besoin   de  
préparation   et   de   validation   des   réactifs).   Il   est   aussi   facile   de   former   le   brin   d’ADN 
complémentaire en utilisant les enzymes de transcription inverse directement vendues avec 
les réactifs nécessaires à la réaction de transcription. Habituellement, le fournisseur de 
l’enzyme  indique  les  conditions  optimales  pour  que  la  réaction  de  transcription inverse soit 
la plus efficace. Pour obtenir des résultats fiables, la PCR en temps réel nécessite 
l’optimisation  des  conditions  de  réaction. 

 

La PCR en temps réel qui est une méthode quantitative est habituellement utilisée pour 
analyser   l’expression des gènes, analyser les polymorphismes de simple nucléotide, ou 
encore pour analyser les aberrations chromosomiques. 

 

B. STRUCTURE. 
 

1. Généralités. 
 

Toutes les techniques décrites précédemment reposent sur une propriété des acides 
nucléiques : leur capacité à   s’hybrider   spécifiquement   à   leur   séquence   complémentaire.  
L’hybridation   est   le   processus   qui   permet   de   former   des   liaisons   non   covalentes   de   type  
liaisons  hydrogènes  entre   les  deux  brins  complémentaires  d’acides  nucléiques  pour  former  
un duplexe. Si une seule   base   d’un   brin   n’est   pas   complémentaire   alors   l’hybridation   est  
énergétiquement moins favorable. La stabilité des duplexe formés peut être évaluée en 
déterminant  la  température  à  laquelle  les  deux  brins  complémentaire  vont  s’hybrider,  plus  la  
température est élevée plus le duplexe est stable. 

La température de fusion est la température à laquelle 50% des doubles brins sont 
désappariés :   c’est   la   valeur   de   référence   de la stabilité du duplexe. La séparation ou 
dénaturation   des   doubles   brins   d’ADN   est   généralement obtenue en chauffant à la 
température qui permet de rompre les liaisons hydrogènes entre les deux brins.  
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L’énergie  nécessaire  pour  la  séparation  des  deux  brins  du  duplexe  d’ADN  dépend  de  certains  
facteurs dont : 

1. La longueur des simples brins : plus le duplexe est long plus il contient de liaisons 
hydrogènes et  plus  il  va  falloir  d’énergie  pour  séparer  les  deux  brins. 

2. La composition en bases : les paires de bases GC contiennent plus de liaisons 
hydrogènes que les paires de bases AT, il en résulte donc que plus le duplexe est 
riche en GC plus il va être difficile de séparer les deux brins. 

3. Son environnement chimique : la présence de cation (Na+) stabilise les duplexes, au 
contraire   les  dénaturants   chimique   tels   que   la   formamide   et   l’urée  déstabilisent le 
duplexe en rompant les liaisons hydrogènes. 

 

2. Les amorces PCR. 
 

Une  amorce  PCR  est  un  brin  d’acides  nucléiques  qui  sert  d’initiateur  à  la  synthèse  d’ADN.  Ces  
amorces   sont  nécessaires  pour  que   les   enzymes  qui   catalysent   la   réplication  de   l’ADN,   les  
ADN  polymérases   puissent   ajouter   les   différentes   bases   au   brin   d’ADN   existant.   L’enzyme  
ADN   polymérase   commence   la   réplication   à   l’extrémité   3’   de   l’amorce   et   copie   le   brin  
opposé.   Pour   qu’une   amorce   soit   spécifique   et   robuste   elle   doit   avoir   les   propriétés 
suivantes : 

1. avoir une grande affinité pour sa cible ; 
2. être discriminante envers les mauvaises séquences cibles ; 
3. rester efficace indépendamment de la concentration ; 
4. rester efficace indépendamment de la température ; 
5. rester efficace indépendamment de la composition du solvant (sels). 

Séquence  de  l’amorce. 

D’une  manière  générale,  les  amorces  PCR  sont  efficaces  et  spécifiques  lorsque,  le  choix  de  la  
séquence et la concentration sont optimaux.   La   partie   terminale   3’   de   l’amorce   est  
déterminante pour la spécificité  et   la  sensibilité  de   l’amorce.  Une  amorce  ne  doit  pas  être  
constituée de plus de 3 bases G ou C consécutives au risque de favoriser une hybridation non 
spécifique de cette dernière (Kwok et al. 1990).   Il   faut   aussi   s’assurer  que   les   amorces  ne  
peuvent pas former de dimères de  types  épingle  à  cheveux,  de  dimères  3’-3’,  de  dimères  5’-
5’   (Figure 8). Lorsqu’il   se   forme      des   dimères   5’-5’,   la   réaction   d’amplificationn’est   pas  
possible. 

 

Figure 8 : Dimères d'amorces. 
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La longueur des amorces. 

Habituellement, les amorces ont une longueur comprise entre 18 et 30 nucléotides. 
Théoriquement une amorce de 18 nucléotides  est  complémentaire  d’une  seule  séquence  du  
génome. En effet, si on considère le choix possible entre quatre bases pour chaque 
nucléotide   de   l’amorce,   on   obtient   418=7x1010 combinaisons   d’amorces   possibles.   Sachant  
que le génome de la plupart des cellules eucaryotes contient environ 109-1010 paires de 
bases,  il  est  donc  impossible  qu’une  amorce  soit  complémentaire  de 2 séquences cibles. Par 
exemple,  une    amorce  de  seulement  15  nucléotides  a  plus  de  chance  de  trouver  plus  d’une  
cible dans le génome. Utiliser une amorce plus courte conduirait à une amplification PCR 
non spécifique. 

La température  d’hybridation. 

C’est   le point le plus critique concernant la spécificité de la réaction de PCR, si la 
température   d’hybridation   est   trop   élevée   alors   il   n’y   a   pas   d’hybridation   et   si   la  
température est trop faible, les problèmes de mésappariement commencent à apparaitre. La 
température   d’hybridation   est   souvent   différente   de   la   température   de   fusion   estimée,    
même   si   on   utilise   une   paire   d’amorces   avec   des   températures   de   fusions   similaires.   En  
générale   au   départ,   la   température   d’hybridation   est   fixée   environ   5°C   en   dessous   de la 
température  de  fusion,  puis  elle  est  ajustée  pour  améliorer  la  spécificité  et  l’efficacité  lors  de  
tests  d’optimisation. 

Concentration  de  l’amorce. 

La  concentration  de   l’amorce   lors  d’une  réaction  d’amplification  par  PCR  est  généralement  
comprise entre 100-900  nM.  Pour  la  plupart  des  applications  PCR  la  concentration  d’amorces  
utilisée  est  d’environ  200  nM.   Si   la   concentration  d’amorces  est   trop  élevée   il   y   a  plus  de  
chances de perdre la spécificité en augmentant les mésappariements. Au contraire une 
concentration en amorce trop faible essouffle la réaction avant la fin ce qui induit un faible 
rendement en produit désiré. 

 

3. Augmentation de Tm et affinité. 
 

En  PCR,  il  est  important  d’optimiser  la  température  d’hybridation  et  d’élongation  car  c’est  le  
facteur  qui  détermine  l’efficacité  de  la  réaction.  Pour  augmenter  la  vitesse  d’hybridation  et  
la   spécificité,   il   faut   travailler   à   la   température   d’hybridation   la   plus   haute   possible   sans  
diminuer  le  temps  de  réaction.  En  effet,  plus  la  température  d’hybridation est élevée et plus 
on  est  proche  de   la   température   à   laquelle   l’ADN  polymérase  est   active   (72°C).   L’écart  de  
température   entre   l’étape   d’hybridation   et   l’étape   d’élongation   est   ainsi   réduit,   on   perd  
donc   moins   de   temps   pour   chauffer   l’échantillon   entre   ces deux étapes. Pour des 
laboratoires  qui  utilisent  la  PCR  quotidiennement,  ce  gain  de  temps  n’est  pas  négligeable. 

Pour  qu’une   amorce   soit   efficace,   il   faut   donc   que   cette   dernière   ait une température de 
fusion (Tm) élevée tout en gardant son affinité pour  sa  cible.  Dans  le  but  d’augmenter  la  Tm,  
diverses modifications chimiques ont été faites sur les amorces. Pour cela, certains greffent 
des groupements intercalants de  l’ADN  sur  les  amorces,  d’autres  rigidifient  la  structure  des  
amorces,   d’autre   encore   suppriment les charges négatives des amorces pour éviter les 
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répulsions avec leurs cibles. Je présenterai dans le paragraphe suivant certaines de ces 
modifications  qui  permettent  d’augmenter  la  vitesse  et/ou  la  stabilité  d’hybridation  tout  en  
gardant une bonne affinité. 

 

4. Oligonucléotides modifiés pour une meilleure hybridation. 
 

a) Les « Minor Groove Binders : MGBs ». 
 

Le premier groupement intercalant greffé sur une amorce de PCR dans le but 
d’augmenter  l’affinité  de  l’amorce  en  réduisant  sa  taille  (a pour effet direct de réduire les 
répulsions de charge) a été décrit par Afonina et ses collègues en 1997 (Figure 9).  
(Afonina et al. 1997; Kutyavin et al. 2000). Certaines techniques de PCR nécessitent 
l’utilisation   d’amorces   plus   courtes   comme   par   exemple   celle   du   gène   hunting,   c’est  
pourquoi Afonina et ses collègues ont synthétisé des amorces plus courtes sur lesquelles 
a été   greffé   un   dérivé   d’antibiotique   intercalant.  Ce   dérivé   d’antibiotique   est   le  
tripeptide 1.2-dihydro-(3H)-pyrrolo [3.2-e]indole-7-carboxylate qui a pour propriété de 
se   glisser   dans   le   petit   sillon   de   la   double   hélice   d’ADN.   Greffé   en   position   5’   d’une  
amorce, ce groupement intercalant permet  d’augmenter   l’affinité   de   l’amorce   pour   sa  
cible  et  donc  d’augmenter  la  Tm  de  l’hybride  formé. 

 

Figure 9: Structure du tripeptide 1.2-dihydro-(3H)-pyrrolo[3.2-e]indole-7-carboxylate. 

 

b) Les Locked Nucleic Acids: LNAs”. 
 

La synthèse des « Locked Nucleic Acids » ou LNA a été décrite pour la première fois par le 
groupe de Wengel en 1998 (Kumar et al. 1998). Les LNAs sont des nucléotides modifiés dont 
le  pentose  a  été  rigidifié  par  le  biais  d’une  liaison  méthylène  entre  le  carbone  de  la  position  
4’  et  l’oxygène  de  la  position  2’    (Figure 10). 
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Figure 10 : Structure des LNAs. 

 

Arora et ses collègues ont montré que les oligonucléotides portant une base LNA forment 
des duplexes plus stables que les duplexes sans modification (Arora et al. 2008). Kurreck et 
ses   collègues  ont  montré   que   la   Tm  d’un  oligonucléotide   augmente  de  1,5   à   4°C   par   LNA  
introduit dans sa séquence (Kurreck et al. 2002). Les LNAs introduits  dans  la  séquence  d’un  
oligonucléotide   augmentent   l’affinité   pour   sa   cible   en   augmentant   sa Tm. Les 
oligonucléotides   simple   brin   rigidifiés   par   l’introduction   de   quelques   LNAs dans leurs 
séquences se pré-organisent pour la formation des duplexes, qui de ce fait nécessite moins 
d’énergie  pour  l’hybridation. Les LNAs sont commercialisés sous forme de phosphoramidite, 
il est donc très facile de les intégrer dans la synthèse automatisée des oligonucléotides. Du 
fait de la rigidité apportée par les LNAs et   d’effets   de   position,   la   prédiction   (design)   des  
amorces PCR contenant des LNAs n’est  pas  toujours  facile. 

 

c) Les « Peptides Nucleic Acid : PNA » 
 

A  l’inverse  des  LNAs, les acides nucléiques peptidiques ou PNAs ne sont pas des structures 
plus rigides. Ceux sont des analogues non naturels de   l’ADN.  Les  pentoses  des  nucléotides  
sont remplacés par des unités N-(2-aminoéthyl)-glycine reliées entre elles par des liaisons 
peptidiques qui ont pour propriété de ne porter aucune charge (Figure 11). 

Leur synthèse a été décrite pour la première fois en 1991 par Nielsen et ses collègues (P. E. 
Nielsen et al. 1991). Les PNAs sont capables de former des liaisons hydrogènes de type 
Watson-Crick (Egholm et al. 1993). Le fait que les PNAs soient neutres permet de diminuer 
les répulsions électrostatiques entre les brins du duplexe, ce qui les rend plus affins. 
L’hybridation   avec   la   séquence   cible   est   donc   améliorée   et les duplexes formés sont plus 
stables tout en restant spécifiques (Pellestor et Paulasova 2004). Une autre propriété est 
leur résistance aux nucléases car ils ne renferment pas de liaisons phosphodiesters. 
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Figure 11 : Structure des PNAs. 

 

d) Les “Unlocked  Nucleic  Acids: UNAs”. 
 

Les UNAs (« Unlocked Nucleic Acid ») monomères sont des dérivés  d’ARN  acyclique  dont   il  
manque la liaison entre les carbones C2-C3 du pentose (P. Nielsen, Dreiøe, et Wengel 
1995)(Figure 12 ). Les UNAs ont la propriété de diminuer la stabilité des duplexes. Positionnés 
stratégiquement dans la séquence, ils peuvent soit agir comme une base universelle et 
diminuer  la  discrimination  des  mésappariements,  soit  augmenter  l’hybridation  spécifique  en  
augmentant   la   discrimination   des   mésappariements.   L’insertion   graduelle   de   bases   UNAs 
dans une séquence diminue de 5-10°C la température de fusion du duplexe par unité UNA 
introduite. Il en résulte donc une diminution graduelle de la stabilité thermodynamique du 
duplexe. Placer une ou deux modifications UNAs proches de   l’extrémité   3’   de  
l’oligonucléotide augmente sa stabilité face aux nucléases, cependant les modifications UNA 
ne sont pas aussi résistantes que des modifications phosphorothiates ou 
méthylphosphonates. Lauresen et ses collègues ont montré que les modifications UNAs sont 
compatibles   avec   le   mécanisme   d’ARN   interférence   et   peuvent   améliorer   l’efficacité   des  
siRNAs à la fois in vitro et in vivo. Ils ont aussi montré que les propriétés déstabilisantes des 
UNAs ont  l’avantage  d’améliorer  l’efficacité  des  siRNAs qui portent déjà beaucoup  d’autres  
modifications chimiques comme les LNAs par exemple (Laursen et al. 2010). Les UNAs 
s’avèrent donc être très utiles lorsque  l’on  souhaite  induire  une  déstabilisation  du  duplexe. 
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Figure 12 : Structure des UNAs. 

 

 

5. La  synthèse  d’ADN. 
 

Toutes  ces  avancées  concernant  l’hybridation  des  oligonucléotides  ont  été  rendues  possibles  
grâce  à  la  démocratisation  de  leur  synthèse  et  notamment  grâce  à  l’utilisation  de  la  chimie  
des phosphoramidites qui permet la synthèse des oligonucléotides en routine au laboratoire. 
Dans la suite du paragraphe seront décrites les  étapes  qui  ont  permis  l’automatisation  de  la  
synthèse des oligonucléotides. 

 

Un  oligonucléotide  est  défini  comme  étant  un  fragment  d’acide  nucléique comportant moins 
de   50   nucléotides.   Mais   depuis   une   trentaine   d’années   la   définition   inclut   les  
oligonucléotides synthétiques sans distinction de taille. Ensuite avec la découverte de la 
structure   de   l’ADN   en   double   hélice   qui  montre   le   lien   entre   la   structure chimique et les 
résultats biologiques observés, fût introduit le terme de biologie moléculaire. Ce terme étant 
défini  comme  la  science  dont  la  recherche  se  fait  à  l’interface  entre  la  biologie  et  la  chimie.  
Les chimistes ont ainsi commencé à synthétiser des bio-macromolécules (protéines et acides 
nucléiques), puis ils ont élucidé leurs structures. Les industries de biotechnologies ont ainsi 
vu le jour à travers des recherches sur les systèmes biologiques au niveau moléculaire. Leur 
but était de reproduire et de modifier ces systèmes biologiques grâce notamment à la 
synthèse de protéines recombinantes et aux techniques de clonage, qui permettent de créer 
de nouvelles biomolécules.  

La chimie de la synthèse des peptides (ou petites protéines) étant plus simple que celle des 
oligonucléotides,  elle  s’est  développée  plus  vite.  Par   la  suite  Vega  Technologie  a  mis sur le 
marché le  premier  synthétiseur  d’oligonucléotides.  Ce  synthétiseur  utilisait  une  chimie  peu  
efficace en termes de rendement. De nouveaux développements restaient donc à réaliser 
pour rendre la synthèse automatisée plus performante et fiable.  

Le début des recherches sur le génome humain date de la collaboration entre le Prof. Marvin 
Caruthers et le Prof. Leroy Hood qui ont introduit au début des années 1980 le premier 
synthétiseur utilisant la chimie des phosphoramidites en créant la société Applied Biosystem 
Incorpored (ABI). Beaucoup de laboratoires ont maintenant accès en routine à la synthèse 
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automatisée   d’oligonucléotides   qui   leurs   sont   nécessaires à la compréhension du 
fonctionnement des systèmes biologiques. 

L’invention   de   la   réaction   en   chaîne   par   polymérase   dans   les   années   1980   par   Mullis   à  
permit  un  formidable  essor  de  la  synthèse  automatisée  d’oligonucléotides  à  travers  de  très  
nombreuses applications de plus en plus pointues permettant le séquençage du génome 
humain. 

Le premier di-nucléotide. 

La  première  synthèse  d’un  fragment  d’acide  nucléique  bi-thymine fût réalisée en 1955 par 
Michelson et Todd. Ils ont formé un lien phosphate entre deux thymidines en préparant 
dans un premier temps un 3’  chlorure  de  phosphoryle  de  thymidine protégé  en  position  5’  
par un groupement benzoyle à partir de chlorure de phosphoryle phényle. Ce  composé est 
ensuite  couplé  sur  la  position  5’  hydroxyle  de  la thymidine protégée  en  position  3’  (Figure 13). 
Cette réaction est assez efficace mais lente. Le problème majeur est le fait que 
l’intermédiaire  chlorure  de  phosphoryle  n’est  pas  très  stable. 

 

 

Figure 13 : Méthode de couplage de Michelson et Todd. 

 

Le modèle de Khorana. 

Dans les années 1950, Khorana introduit deux nouveaux concepts qui permettent de 
synthétiser des oligonucléotides synthétiques plus longs que quelques nucléotides :  

Le premier concept est une protection « on-off » via le diméthyltrityle qui permet la 
synthèse cyclique des oligonucléotides. Ce concept est toujours utilisée pour la synthèse 
automatisée  aujourd’hui  (Schaller et al. 1963; Smith et al. 1962). 

Le  deuxième  concept  est  l’introduction  de  nucléotides  phosphorylés  stables  qui  peuvent  être  
couplés après avoir été activés. On utilise toujours de nos jours cette chimie  dite « chimie 
des phosphoramidites »,  mais  avec  une  étape  d’oxydation  en  plus  lors  du  cycle  de  couplage  
des nucléotides. 
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Pour plus de stabilité, Khorana remplace les chlorures de phosphoryles hydrolysables. Il 
synthétise   des   nucléotides   3’   phosphate   protégés   en   position   5’   à   partir   de  
phosphorochloridate  qui  sont  ensuite  hydrolysés  en  monophosphoester.  Ces  nucléotides  3’  
phosphate   protégés   en   position   5’   sont   ensuite   activés   utilisant   la   N,N’-dicyclohexyl 
carbodiimide (DCC) comme réactif de condensation,  pour  ensuite  réagir  avec   la  position  5’  
hydroxyle  d’un  autre  nucléotide  protégé  en  position  3’  (Figure 14). 

 

Figure 14 : Méthode de couplage de phosphodiesters de Khorana. 

 

Grâce à cette nouvelle méthode rapide Korana synthétisa en 1970 un ARN de 72-mère 
(Agarwal et al. 1970). 

La limite de cette méthode est le fait que  le  phosphate  n’est  pas  protégé,  ce  qui  conduit  à    la  
formation de composés branchés. En effet, d’autres nucléotides peuvent être couplés sur les 
liaisons phosphates inter-nucléotidiques. Ces composés branchés se forment au fur et à 
mesure  de  l’élongation  et  se  révèlent  très  difficiles  à  purifier. 

Pour pouvoir avoir un cycle de synthèse par étape ne nécessitant pas de purifications entre 
chaque cycle de couplage, Khorana a développé une stratégie où les groupements 
protecteurs sont clivés sélectivement et quantitativement. Ces dernières conditions sont 
cruciales pour obtenir des rendements de couplages quantitatifs. 

Protection des positions 5’-Hydroxyles. 
 

Pour éviter la dépurination, il est recommandé de ne  pas  utiliser  d’acide  fort  pour  effectuer  
les déprotections. Khorana   s’est   donc   tourné   vers   le   groupement   protecteur  
diméthoxytrityle (DMT) puisque il est clivable avec un acide faible. 

Le DMT se clive facilement car le carbocation issu du clivage est très stable du fait que son 
orbital électronique π se délocalise facilement entre les phényles. Comme beaucoup de 
carbocation le DMT est coloré quand il est ionisé : il est de couleur orange intense en milieu 
acide (Figure 15).   C’est   grâce   à   cette   couleur   orange   qui   révèle   un   très   haut   coefficient  
d’extinction   que   l’on   peut   déterminer   aisément   sa   densité   optique   même   à   faible  
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concentration.   On   peut   ainsi   déterminer   l’efficacité   de   chaque   cycle   de   couplage   en  
mesurant la quantité de DMT clivé et la comparer avec la quantité de DMT clivé au cycle 
précédent. 

 

Figure 15 : Carbocation diméthoxytrityle de couleur orange en milieu acide. 

 

Protection des amines exo-cycliques des nucléotides. 
 

Khorana a aussi introduit les protections des amine exo-cycliques des nucléotides telles que 
nous   les  connaissons  aujourd’hui  comme  protections  standards,  avec  peut-être   l’exception  
de la cytosine protégée avec une fonction acétyle qui est plus labile que la protection 
benzoyle (Brown et al. 1979) (Figure 16). 

 

Figure 16 : Groupements protecteurs des amines exocycliques. 

 

Synthèse sur support solide. 
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Dans les années 1960, Letsinger initia la synthèse peptidique sur support solide en suivant 
un   cycle   synthétique   qui   permet   d’ajouter les unités selon la séquence désirée. 
L’amélioration   majeure   introduite   dans   ce   cycle   était   la   filtration   du   support   solide   qui  
simplifiait énormément la procédure (Robert L. Letsinger et Kornet 1963; R. L. Letsinger et al. 
1964). Murriefield qui travaillait aussi sur la synthèse des peptides sur support solide fut le 
premier à publier ses travaux sur la synthèse supportée. Il obtenu en 1994 le Prix Nobel de 
Chimie  pour  l’invention de la synthèse sur support solide.  

Letsinger concentrera ensuite ses recherches sur la synthèse supportée appliquée aux 
oligonucléotides. Le premier support solide développé était appelé « popcorn »,   c’était  un  
polymère de styrène-divinylbenzène qui   avait   l’inconvénient   de   gonfler   dans   certains  
solvants. En 1965, Lestinger publiait le premier papier décrivant la synthèse sur support 
solide des premiers oligonucléotides dimère et trimère. 

Une désoxycytidine (dC)   fut   couplée   par   l’intermédiaire   de   son amine en position 4 au 
chlorure  d’acide  greffé  sur  un  support  solide  pour  former  une  liaison  amide  potentiellement  
clivable en milieu basique (Figure 17).   Lors   de   cette   synthèse   la   position   3’   hydroxyle   était  
protégée par un groupement benzoyle   et   la   position   5’   hydroxyle   était   protégée   par   un  
groupement   DMT.   Il   était   ainsi   possible   d’élonguer   l’oligonucléotide   en   clivant   dans   un  
premier  temps  le  DMT  avec  un  acide,  puis  une  fois  l’oligonucléotide  élongué  la  liaison  amide  
attachant  l’oligonucléotide  au  support  solide  était  clivée  avec  une  base  faible.   

 

Figure 17 : Couplage d'une désoxycytidine sur un support solide. 
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Lestinger  détermina  ensuite  qu’il  était  préférable  d’accrocher  le  nucléotide  au  support par la 
position  3’  hydroxyle  comme  nous  le  trouvons  aujourd’hui. 

La chimie des phosphotriesters. 
 

En   1969,   Letsinger   a   décrit   la   première   synthèse   d’oligonucléotides   utilisant   la   chimie   des  
phosphotriesters (Robert L. Letsinger et Ogilvie 1969).  L’avancée  majeure  décrite  dans  cette  
publication   était   l’utilisation   du   groupement   -cyanoéthyle pour protéger le groupement 
phosphate (Figure 18). Cette modification permettait   d’éviter   les   réactions   secondaires  
formant des ramifications sur la liaison inter-nucléotide phosphate (Robert L. Letsinger, 
Ogilvie, et Miller 1969) . 

 

Figure 18 : Chimie des phosphotriesters. 

 

L’efficacité   de   cette   chimie   des   phosphotriesters   se   révélera   efficace   et   déboucha   sur   la  
fabrication des premiers synthétiseurs automatiques et semi-automatiques par Vega 
Biotechnologie. Un nouvel acteur dans le domaine des oligonucléotides Ron Cook, a 
introduit à la fin des années 1970  le  synthétiseur  d’oligonucléotides  SAM  I  par  le  biais  de  son  
entreprise Biosearch. Ce synthétiseur automatique se révéla être le plus populaire de son 
temps. 

Ces nouveaux synthétiseurs permettaient ainsi à des personnes non chimistes de produire 
aisément des  oligonucléotides   avec   la   séquence  désirée.   L’industrie   fut  ainsi   préparée  aux  
nouvelles techniques émergeantes telles que la PCR ou le séquençage (« gene mapping ») 
par exemple. 

Cette nouvelle méthode de synthèse utilisant la chimie des phosphotriesters restait 
cependant limitée par le fait que les rendements de couplage de chaque nucléotide 
atteignaient au maximum 97% avec une moyenne égale à 95%. Cette limitation induisait que 
la longueur des oligonucléotides synthétisés excédait rarement les 20-mère.   L’autre   gros  
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problème majeur de cette méthode était le fait que la réaction de couplage prenait plus 
d’une  heure  et  demie par nucléotide. 

 

La chimie des Triesters de phosphites. 
 

Au milieu des années 1970, Letsinger a publié ses travaux sur la synthèse des 
oligonucléotides utilisant la chimie des triester de phosphites (R. L. Letsinger et al. 1975; 
Robert L. Letsinger et Lunsford 1976). Cette chimie utilisait le phosphore réactif au nombre 
d’oxydation 3 :  P(III)  à  la  place  du  phosphore  au  nombre  d’oxydation  5 : P(V) utilisé dans la 
chimie des phosphotriesters (Figure 19). Cette méthode nécessitait donc une étape 
supplémentaire   d’oxydation   pour   obtenir   le   phosphore   à   l’état   d’oxydation   naturelle : le 
phosphore  P(V).  L’avantage  majeur  de  cette  méthode  est le fait que le temps de couplage de 
chaque  nucléotide  est  ainsi  énormément  réduit  en  passant  par  l’intermédiaire  monochlorure 
de phosphite très réactif. 

 

Figure 19 : Chimie des triesters de phosphite. 

 

Le   fait  que   le  P(III)   est  plus   réactif  que   le  P(V)  n’était  pas  une  évidence  vu  que   le  P(V)  est  
censé être plus réactif à une attaque nucléophile compte tenu de son électronégativité. 
Cette  différence   de   réactivité   s’explique   par   le   fait   que   la   formation de l’intermédiaire   de  
réaction   P(III)   nécessite   moins   d’énergie   que   celle   de   la   formation   de   l’intermédiaire   de  
réaction  P  (V).  L’intermédiaire  de  réaction  est  sous  forme  de  bipyramide trigonale (Figure 20). 
La  double  liaison  de  l’oxygène  du  P(V)  freine  d’avantage  la  transition  de  la  forme  tétraèdre  à  
la  forme  plane  que  la  paire  d’électrons  libres  du  phosphore.   
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Figure 20 : Intermédiaire de réaction P(III) bipyramide trigonale. 

 

La structure doit ensuite être stabilisée en oxydant le triester de phosphite en phosphate. 
Cette oxydation est nécessaire à chaque étape du cycle de couplage pour éviter la 
dégradation qui interviendrait   avec   l’acide   utilisé   pour   la   déprotection   des   positions  
hydroxyles  en  5’.  L’oxydation du  phosphore  se  fait  en  quelques  secondes  par  l’intermédiaire  
d’un  mélange  iode/eau. 

Cependant le nucléotide intermédiaire monochlorure de phosphite est facilement 
hydrolysable car très réactif, il est donc très difficile à conserver. De plus, la formation de 
dimères  3’-3’  demeure  importante  (Figure 21).  L’utilisation  d’un  faible  nombre  d’équivalents  
réduirait   donc   l’efficacité   de couplage.   A   l’inverse,   augmenter   la   concentration   ne  
permettrait pas de contrôler la réaction. 

 

Figure 21 : dimères 3'-3'. 

 

Pour réaliser les couplages en utilisant la chimie des triesters de phosphites il fallait préparer 
les nucléotides juste avant les couplages en les faisant réagir avec un faible excès de RO-PCl2 
à -78°C, ce qui se révélait assez compliqué. 
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La chimie des phosphoramidites. 
 

Après avoir quitté le laboratoire de Letsinger et effectuer un stage post-doctoral dans le 
laboratoire de Khorana, Caruthers a résolu dans les années 1980 deux problèmes persistants 
de la synthèse des oligonucléotides : le gonflement des polymères utilisés comme supports 
solides dans  les  solvants  et  l’instabilité  du  nucléotide  intermédiaire  phosphite. 

En  1981,  Caruthers  a  décrit   l’utilisation  de  support  solide  à  base  de  silice  qui  ne  gonfle  pas  
dans les solvants organiques (Matteucci et Caruthers 1981).   Ce   support   solide   n’est   plus  
actuellement utilisé, il a été remplacé  par le « Controled Pore Glass »  (CPG).  L’utilisation  de  
ce support solide à base de silice a permis de travailler avec de meilleurs flux de réactifs 
permettant  ainsi  d’avoir  des  temps  de  rinçage  plus  courts  et  surtout  il  a  permis  d’augmenter  
l’efficacité  de  couplage. 

Pour rendre le monochlorure de phosphite  de Lestinger moins réactif, Caruther a 
simplement remplacé le groupe partant chlore par une amine (Matteucci et Caruthers 1981; 
McBride et Caruthers 1983). Cette modification de groupe partant a énormément changé les 
propriétés des molécules permettant de  les stabiliser et facilitant ainsi leur stockage. Le 
phosphoramidite pouvait ensuite être activé avec un acide faible (le tétrazole) juste avant 
d’être   couplé.   Cette   dernière   avancée   de   Caruthers   a   donc   permis   de   produire   des  
phosphoramidites  stables  à  l’échelle  industrielle. 

Cycle  de  synthèse  de  l’ADN. 
 

Le  cycle  de  synthèse  de  l’ADN  se  déroule  selon  les étapes suivantes (Figure 23) : 

1. Le   DMT   protégeant   l’hydroxyle   en   position   5’   est   clivé   avec   une   solution   d’acide  
trichloroacétique à 2% dans du dichlorométhane. Le support est ensuite rincé avec 
de  l’acétonitrile  pour  éliminer  les  traces  d’acide. 
 

2. Le phosphoramidite est activé avec du tétrazole  puis  il  est  couplé  avec  l’hydroxyle  en  
position  5’  déprotégé  lors  de  l’étape  précédente. 
C’est   l’amine  secondaire  du  tétrazole  qui   joue  le  rôle  d’acide  faible.  Cette  donation  
de proton   conduit   à   la   formation   d’un   cycle   aromatique   thermodynamiquement 
stable. Le pKa de cet acide faible est suffisamment élevé pour ne pas cliver les 
groupements protecteurs DMT, cependant le pKa ne doit pas être trop élevé pour 
permettre une bonne activation. 
 
Le  mécanisme  d’activation  a  été  mis  en  évidence  grâce  à  la  RMN  31P par Berner qui a 
décrit   que   la   protonation   de   l’amine   est   l’étape   lente   de   ce   mécanisme,   elle   est  
ensuite très rapidement remplacée par le tétrazolure formé (Berner,  Mūhlegger,  et  
Seliger 1989) (Figure 22). 
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Figure 22 : Mécanisme d'activation du phosphoramidite avec du tétrazole. 

 

3. Après le couplage, le phosphore est oxydé avec une solution à 0,02 M  d’iode  dans  un  
mélange THF/pyridine/H2O. 
 

4. Les   extrémités   de   l’oligonucléotide   qui   n’ont   pas   réagi   présentant   donc   des  
groupements hydroxyles libres, sont ensuite « cappées » ou coiffées avec un 
mélange  d’anhydride  phénoxyacétique  et  de  N-méthyle imidazole. 

 

Le cycle de synthèse que nous utilisons actuellement est le même. Depuis ces dernières 
avancées la synthèse automatisée des oligonucléotides est devenue très accessible. 
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Figure 23 : Cycle de synthèse utilisant la chimie des phosphoramidites. 
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CHAPITRE 2 : LES ACIDES NUCLEIQUES POUR LA THERAPIE. 

A. APPLICATIONS. 
 

En 2011, plus 1700 essais cliniques de thérapie génique étaient répertoriés dans le monde 
dont plus de 70% concernaient le traitement du cancer. La thérapie génique consiste à 
introduire chez un patient la copie normale du ou des gènes déficients responsables de la 
maladie. La thérapie génique peut  aussi  être  employée  pour  modifier  l’expression  du  ou  des  
gènes délétères impliqués dans une pathologie. 

Ces dernières années les oligonucléotides ont largement été utilisés grâce à leur capacité à 
s’hybrider  spécifiquement  à  une  séquence  cible.  Ils  peuvent par exemple être utilisés comme 
inhibiteurs de gènes pour étudier la fonction et la régulation de gènes spécifiques. Les 
oligonucléotides peuvent aussi être utilisés comme agents thérapeutiques grâce à leur 
action modulatrice de gènes.  

Un oligonucléotide   peut   reconnaître   et   s’hybrider   spécifiquement   à   une   séquence   cible  
présente  dans  une  double  hélice  d’ADN  ou  dans  des  simples  brins  d’ADN  ou  d’ARN.  Lorsque  
c’est  une  séquence  cible  de   l’ADN  double  brin  qui  est  visée,   l’oligonucléotide  va  s’hybrider  
en formant des liaisons hydrogènes de type « Hoogsteen » ou « Hoogsteen inverse » dans le 
grand sillon pour se structurer en triple hélice sans pour autant dénaturer les liaisons de type 
« Watson-Crick ». L’invasion  de  brin  est  une  autre  stratégie  qui  cible  la  double  hélice  d’ADN  
et   qui   consiste   à  utiliser   un  oligonucléotide  qui   est   capable  d’ouvrir   la   double  hélice   pour  
venir   s’hybrider  à  sa  séquence  complémentaire  en   formant  des   liaisons  de   type  « Watson-
Crick ». En revanche lorsque les séquences cibles sont portées par  des  simples  brins  d’ADN  
ou   d’ARN,   l’oligonucléotide   va   s’hybrider   en   formant   des   liaisons   hydrogènes   de   type  
« Watson-Crick ». 

Cette  hybridation  spécifique  de  la  séquence  cible  permet  aux  oligonucléotides  d’influer  sur  
la synthèse des protéines soit en bloquant directement leur production, soit en induisant des 
réponses enzymatiques au niveau cellulaire qui bloquent leur production. 

Dans la suite, je décrirai quelques stratégies qui permettent de contrôler la production de 
protéines  et  je  m’attarderai  plus  longuement  sur  la  stratégie  d’ARN  interférence  qui  est  celle  
que nous avons utilisée pour  moduler  l’expression  génétique, lors de nos travaux.  

  

1. La synthèse de protéines. 
 

Dans   la   cellule,   l’ADN   porte   l’information   génétique.   Pour   que   l’ADN   conduise à la 
production  de  protéines  il  faut  qu’il  soit  dans  un  premier  temps  transcrit  en  ARN  messager.  
Ce cernier est ensuite traduit en protéines en suivant le code génétique déterminé par les 
quatre bases ACGT (Figure 24).  
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Figure 24 : Schéma de la synthèse des protéines. 

 

La synthèse des protéines se déroule en 3 étapes dans les cellules eucaryotes : 

1ère étape : la transcription.  

Cette  première  étape   consiste   à   transcrire   l’ADN  en  ARN  pré-messager. La transcription à 
lieu  dans  le  noyau  de  la  cellule,  elle  se  fait  par  l’intermédiaire  de  l’enzyme  ARN  polymérase  
de type II. 

2ème étape : la  maturation  de  l’ARN  pré-messager. 

L’ARN   pré-messager transcrit est constitué de séquence codantes, les exons, et de 
séquences  non  codantes,   les   introns.  La  maturation  de   l’ARN  pré-messager commence par 
l’étape  d’épissage,   les   introns  de   l’ARN  pré-messager vont être éliminés et seuls les exons 
vont  être  conservés  pour  former  l’ARN  messager   (Figure 25). La maturation se complète par 
l’addition   de   la   coiffe      (classiquement 7 méthylguanosine   en   position   5’),   et de la poly-
adénylation  en  position  3’. 

 

Figure 25 : épissage de l'ARN pré-messager. 
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3ème étape : la traduction. 

L’ARNm  mature  est  transporté  dans  le  cytoplasme  pour  y  être  traduit.  Lors  de  cette  dernière  
étape  de  la  synthèse  des  protéines,  c’est  la  machinerie  ribosomique  qui  assure  la  traduction.  
Le  ribosome  reconnaissant  un  codon  d’initiation  et en  présence  d’ARN  de  transfert  va  initier  
la   traduction  puis   traduire   l’ARN  messager   en  une   chaine  d’acides   aminés  qui   constitue   la  
protéine.   La   séquence   d’acides   aminés   de   la   protéine   est   dictée   par   l’enchaînement   des  
codons (combinaison de 3 nucléotides de   l’ARN   messager   codant   pour   un   acide   aminé  
particulier).   La   fin   de   la   traduction   est   définie   par   un   codon   stop   sur   la   séquence   d’ARN  
messager. 

 

2. Activité  au  niveau  de  l’ADN.  

a) La stratégie anti-gène : les « TFOs ». 
 

L’histoire  débute  en  1957  quand  Felsenfeld et ses collègues montrent qu’il  est possible de 
former  une  triple  hélice  d’ADN  entre  deux  chaînes poly(U) et une chaîne poly(A) en présence 
de magnésium (Felsenfeld, Davies, et Rich 1957) (Figure 26 A). La formation de cette triple 
hélice  s’explique  par  le  fait  que  le  grand  sillon  de  l’ADN  peut  être  accepteur  ou  donneur  de  
liaison hydrogène ce qui lui permet de former des liaisons de ce type avec un troisième brin 
d’ADN.   Il  a  ensuite  été  montré  qu’une  double  hélice  contenant  seulement  des  purines  sur  
l’une   de   ses   chaines   peut   former   une   triple   hélice   avec   une   autre   chaîne   contenant  
seulement des pyrimidines (Morgan et Wells 1968) ou seulement des purines (Beal et 
Dervan 1991). La liaison hydrogène impliquée dans la triple hélice est différente de la liaison 
hydrogène de type « Watson-Crick » impliquée dans la formation de la double hélice, on 
parle de liaison Hydrogène de type « Hoogsteen » ou « Hoogsteen inverse » (Hoogsteen 
1959) (Figure 26 B). Il peut se former trois types de triple hélice en fonction de la nature et 
l’orientation   du troisième brin. Il peut se former des triples hélices de type 
Pyrimidine*Purine-Pyrimidine (Py*Pu-Py), de type Purine*Purine-Pyrimidine (Pu*Pu-Py) et 
enfin des triples hélices mixtes qui peuvent à la fois former de liaisons de type « Hoogsteen » 
et « Hoogstenn inverse ». 
 
En   1987,   Dervan   et   Hélène   ont   montré   simultanément   qu’un   court   oligonucléotide   peut  
induire  une  coupure  spécifique  de  l’ADN  lorsqu’il  forme  avec  lui  une  triple  hélice   (Moser et 
Dervan 1987; Doan et al. 1987). A la même période Fresco et Wells ont montré à travers 
leurs   études   sur   les   structures   de   triples   hélices   qu’elles   peuvent   jouer   un   rôle   dans  
l’expression  des  gènes  (Broitman, Im, et Fresco 1987; Wells et al. 1988). 
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Figure 26 : A : Structure  d’une  triple  hélice.  Dans  cette  représentation,   le   troisième  brin (en noir) établit des 
liaisons hydrogènes avec le brin cible constitué de purines (en bleu) en se logeant parallèlement à ce dernier 
dans le grand sillon. B : Liaisons de type « Hoogsteen » et « Hoogstenn inverse ». Les liaisons hydrogènes de 
type « Hoogsteen » sont représentées en vert et les liaisons de type « Watson-Crick » en rouge. 

 
 
La stratégie anti-gène  vise  à  inhiber  l’expression  d’un  gène  en  bloquant  le  site  d’initiation  de  
la transcription directement dans le noyau. En effet, les triplexes formés ne peuvent pas 
bloquer   l’élongation  de   la   transcription  une   fois   qu’elle   a  débuté   car   ils   ne   sont  pas   assez  
stables.   Le   fait  d’agir  directement   sur   l’ADN  codant  permet  d’éviter  de  cibler   les  multiples  
ARNs messager issus de cette ADN. 
 
Il existe des limitations à cette stratégie des TFO (« Triplex Forming Oligonucleotides »), 
comme  la  nécessité  d’être  composé  uniquement  de  bases  homopuriques  avec  une  longueur  
de   12   à   15   bases,   ce   qui   limite   le   nombre   de   sites   d’hybridation.   De   plus   pour   que  
l’hybridation  soit  favorisée il faut travailler à un pH inférieur à 6, loin du pH physiologique, 
pour que les cytosines soient protonées. 
 

b) L’invasion  de  brin. 
 

La  transcription  de  l’ADN  génomique  peut également être empêchée en utilisant la stratégie 
de   l’invasion  de  brin.   Cette stratégie consiste à utiliser un oligonucléotide qui est capable 
d’ouvrir  la  double  hélice  d’ADN  pour  venir  s’hybrider  à  sa  séquence  complémentaire  et  ainsi  
bloquer   l’étape  de  transcription (Figure 27). Ce  mécanisme  d’invasion  de  brin  n’est  possible  
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que   lorsque   l’oligonucléotide   à   une   très   gande   affinité   pour   sa   séquence   cible   car   il   est 
thermodynamiquement très défavorisé. Pour cette stratégie, les oligonucléotides utilisés 
portent des modifications chimiques qui leurs permettent de diminuer les répulsions avec 
leurs séquences cibles (Demidov et Frank-Kamenetskii 2001; P. E. Nielsen et Egholm 2001; 
Lohse, Dahl, et Nielsen 1999). 

 

Figure 27 : Invasion de la double hélice d'ADN (en bleu) par un oligonucléotide (en noir). 

 
 
 

3. Activité  au  niveau  de  l’ARN. 
 

a) Stratégie Antisens.  
 

La   stratégie   de   thérapie   antisens   utilise   des   oligonucléotides   ADN   qui   s’hybrident   à   leurs  
séquences complémentaires  d’ARN  messager  pour  induire ensuite le clivage de ces derniers 
grâce à la Ribonuclease-H,  une  enzyme  qui  dégrade  l’ARN  des  hétéroduplexes  ADN-ARN. Le 
clivage  de  l’ARN  messager   induit   l’inhibition  du  gène  ciblé  (Figure 28) et abolit la production 
de la protéine correspondante. 
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Figure 28 : Mécanisme   d’action   des   oligonucléotides   antisens.   L’oligonucléotide   antisens   modifié   vient  
s’hybrider   sur   sa   séquence   cible   d’ARN  messager.   Ensuite   l’hétéroduplexe   ADN-ARN formé est reconnu par 
l’enzyme  Ribonucléase-H pour être dégradé. L’ARN  messager  est  ainsi  clivé. 

 

Les   premiers   résultats  montrant   l’intérêt   des   oligonucléotides   antisens   furent   obtenus   en    
1978 par Zamecnik et Stephenson. Ils montrèrent   qu’un   oligonucléotide   ADN   13-mère 
complémentaire avec sa séquence cible du virus du sarcome de Rous inhibe in vitro la 
réplication  du  virus  ainsi  que  la  traduction  de  l’ARN  messager  en  protéines.  Cette  découverte  
fût le point de départ des recherches sur les oligonucléotides antisens (Zamecnik et 
Stephenson 1978).   Zamecnik   et   Stephenson   ont   décrit   l’utilisation   de   modifications  
chimiques  en  position  3’  et  5’  qui  permettaient  aux  oligonucléotides  de  ne  pas  être  dégradés  
par les nucléases cellulaires, améliorant ainsi leur activité. Ils ont également montré que 
lorsque   l’oligonucléotide   antisens   comporte   3  mésappariements,   il   est   inactif.   Ce   résultat  
montre la spécificité des oligonucléotides antisens. 

 

Dix   années   plus   tard,   l’introduction de liens phosphorothioates (Figure 29) entre les 
nucléotides  par  Matsukura  dans  une  séquence  ciblant   le  VIH  et   l’introduction  en  1990  des  
nucléotides   2’-O-Méthyles aux   extrémités   3’   et   5’   par   Agrawal   (Figure 30), ont permis 
d’augmenter   considérablement   la   stabilité   des   oligonucléotides   tout   en   permettant   le  
clivage   de   l’ARN   des   hétéroduplexes ARN-ADN antisens par la Ribonucléase-H (RNaseH).  
(Matsukura et al. 1987; Agrawal et al. 1990). 
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Figure 29 : Liens inter-nucleotides phosphorothioates. 

 

 

Figure 30 : Nucléotides 2'-O-Méthyl  (2’-O-Me). 

 

Quelques oligonucléotides antisens candidats ont pu passer les premières étapes de 
développement   d’un   médicament   mais   seulement   un,   le   Fomivisirsen   a   été enregistré 
comme médicament actif pour soigner le cytomégalovirus induit par une rétinite chez les 
patients souffrant du VIH. Cet oligonucléotide antisens de 21-mère a été injecté directement 
dans  l’œil.  Les  avantages  de  ce  type  d’administration  directement  dans  l’humeur  vitrée  sont  
que les doses utilisées sont très faibles, et que les effets secondaires sont réduits car 
l’administration  ne  se  fait  pas  par  voie  systémique.  C’est  donc  20  ans  après  la  découverte  de  
cette thérapie « antisens» que le premier médicament issu de cette découverte a été mis sur 
le marché. 
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Malgré les faibles effets secondaires des oligonucléotides antisens phosphorothioates, un 
problème existe : leurs structures induisent une grande toxicité séquence dépendante. Les 
effets constatés  sont  l’augmentation  du  temps  de  coagulation  et  l’activation  d’une  réponse  
immunitaire inflammatoire. Ces oligonucléotides antisens phosphorothioates peuvent aussi 
conduire selon leurs séquences à une très forte réponse immunitaire induite par leurs 
interactions avec les Toll-like récepteurs (TLRs), ils peuvent aussi directement se lier avec les 
protéines ce qui engendre des effets indésirables. 

Jusqu’à   récemment   quelques   entreprises   travaillaient   encore   sur   le   développement  
d’oligonucléotides   antisens.   C’est le cas de Genta avec leur médicament candidat 
l’Oblimersen  qui  présente  un  potentiel  anticancéreux.  Ce  médicament  cible  la  séquence  de  
l’ARN  messager  codant  pour   le  gène  anti-apoptotique bcl-2 impliqué dans le lymphome B2 
(BCL-2). Ces protéines anti-apoptotiques sont souvent sur-exprimées dans la plupart des 
cancers.   Pour   l’Oblimersen,   45   essais   cliniques   ont   été   réalisés   sur   environ   1   000   patients  
pour conclure à sa faible efficacité pour le traitement des mélanomes et son inefficacité 
pour le traitement des myélomes. Ce développement a coûté environ 480 millions USD à 
Genta et Aventis. 

 

b) La  stratégie  du  saut  d’exon.  
 

Une   autre   génération   d’oligonucléotide   thérapeutique   a   ensuite   été   développée : les 
« splice-switching oligonucleotide » (SSOs). Ils sont utilisés  pour   la  stratégie  du  saut  d’exon  
qui  permet  d’agir   sur   la  production  de  protéines  au  niveau  de   l’étape  d’épissage  de   l’ARN  
pré-messager (Kole et Sazani 2001). Les SSOs, contrairement aux oligonucléotides antisens 
ne sont ni reconnues par la ribonucléase H, ni par le complexe RISC (« RNA-induced silencing 
complexe »). Le  saut  d’exon  consiste  à  forcer  la  machinerie  d’épissage  à  exciser  comme  pour  
les introns de l’ARN  pré-messager un exon déficient responsable de la non fonctionnalité 
d’une  protéine. La preuve de concept a été validée initialement dans le cas de la maladie de 
Duchenne pour laquelle le  saut  d’exon  permet  de  générer  certes  une  dystrophine  tronquée  
mais  fonctionnelle.  Les  SSOs  ont  plusieurs  applications,  ils  peuvent  servir  à  réparer  l’ARN,  ils  
peuvent rétablir la production de protéines, ils peuvent aussi servir à générer de nouvelles 
protéines dans le but de soigner des maladies qui induisent la formation de protéines non 
fonctionnelles (Figure 31). 
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Figure 31 : Saut  d’exon  et  « splice-switching oligonucleotides » (SSOs). Un oligonucléotide modifié cible le site 
d’épissage  ESE  (« exonic splicing enhancer »)  de   l’ARN  pré-messager  pour  que  l’exon  ciblé  ne  soit  pas  pris  en  
charge  par  la  machinerie  de  l’épissage  (« spliceosome »),  c’est  le  mécanisme  du  saut  d’exon.  En  conséquence,  
l’ARN  messager  épissé  peut  coder  pour  une  nouvelle  protéine  ou  dans le cas de la dystrophie musculaire de 
Duchenne peut restaurer la fonctionnalité des protéines. Ces résultats ne peuvent pas être obtenus avec des 
oligonucléotides  antisens  ou  des  siRNAs  qui  ont  pour  but  de  détruire  l’ARN  cible. 

 

c) Les aptamères. 
 

Les aptamères sont des oligonucléotides synthétiques qui ont une affinité spécifique pour 
leurs cibles. Ils agissent comme des ligands et leurs cibles peuvent être des protéines ou des 
peptides.   Leur   mode   d’action   est   comparé   à   celui   des   anticorps   et   leur   structure est 
globulaire comme celle des ARNs de transfert. 

Généralement  les  aptamères  ont  des  masses  moléculaires  comprises  entre  celles  d’un  petit  
peptide   et   celles   d’un   fragment   de   mono chaîne d’anticorps   (1 kDa-25 kDa) (Hicke et 
Stephens 2000). Récemment, les aptamères ont commencé à être utilisés en essais cliniques 
(Ni et al. 2011).   Ces   petites   molécules,   le   plus   souvent   d’ARN,   forment   des   structures  
secondaires  ou  tertiaires  capables  d’interagirent  spécifiquement  avec  des  protéines.   Ils  ont  
l’avantage  de  ne  pas  être  immunogènes. 

La sélection des aptamères en fonction de leur cible se fait selon la méthode SELEX 
(Systematic Evolution of Ligand by Exponential Enrichment) (Figure 32). 
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Figure 32 : Méthode de sélection SELEX des aptamères. I)  Le  mélange  d’aptamères  est   incubé  avec  une  cible  
pour l’étape  de  ligation. II) Un cycle de lavage de la cible est réalisé pour éliminer les aptamères non fixés. III) 
Les aptamères qui étaient liés à leur cible sont ensuite élués. IV) Les aptamères sélectionnés sont ensuite 
amplifiés par PCR. Les étapes I à IV sont répétées plusieurs fois pour enrichir la composition finale en 
aptamères désirés. Après le dernier cycle, les aptamères retenus sont clonés et séquencés pour déterminer 
leur séquence. 

Depuis  la  découverte  des  aptamères  au  début  des  années  1990,  beaucoup  d’efforts  ont  été  
faits pour valider leur potentiel en essais cliniques. Par exemple, des essais cliniques utilisent 
les aptamères comme inhibiteurs du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ou de la 
thrombine. En 2004, les premiers aptamères thérapeutiques pour le traitement de la 
dégénérescence maculaire  ont  été  approuvés  par   l’agence  américaine  FDA (Food and Drug 
Agency). Les aptamères sont faciles à synthétiser et à modifier ce qui en fait de bons 
candidats comme médicaments. Depuis, d’autres  aptamères  sont  en  cours  d’évaluation  dans  
plusieurs essais cliniques (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Aptamères actuellement en développement clinique. 

 

 

 

4. Le  mécanisme  d’ARN  interférence. 
 

 

a) Les origines. 
 

L’ARN  interférence  est  un  mécanisme  naturel  qui  inhibe  l’expression  des  gènes  de  manière  
sélective  et  spécifique.  Depuis  cette  découverte  il  y  a  une  dizaine  d’années,   le  potentiel  de  
ce mécanisme devrait révolutionner la   médecine   et   a   créé   l’engouement   des   indutriels  
pharmaceutiques et des compagnies de biotechnologies (Figure 33). 

NIH-PA Author ManuscriptNIH-PA Author ManuscriptNIH-PA Author Manuscript

N
i et al.

Page 18

Table 1

Current aptamers in various stages of clinical development.

Name Nucleotide Target Condition Phase Company

Pegaptanib RNA VEGF Macular Degeneration FDA
approved
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RNA Coagulation
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ARC1779 DNA vWF Purpura, Thrombotic
Thrombocytopenic

Phase II Archemix

NU172 DNA Thrombin Heart Disease Phase II ARCA biopharma

NOX-A12 RNA CXCL12 Hematopoietic Stem Cell
Transplantation

Phase I NOXXON
Pharma AG

NOX-E36 RNA CCL2 Type 2 Diabetes Mellitus Phase I NOXXON
Pharma AG

ARC1905 RNA C5 Age-Related Macular
Degeneration

Phase I Ophthotech

E10030 DNA PDGF Age-Related Macular
Degeneration

Phase II Ophthotech
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Figure 33 : Les origines de l'ARN interférence. 

 

En 1990, Napoli et Jorgensen furent les premiers à décrire un phénomène de type ARN 
interférence (Napoli, Lemieux, et Jorgensen 1990). Lors  d’une  experience  qui  visait  à  obtenir  
des petunias violets, Napoli and Jorgensen ont tentés de sur-exprimer le gène codant pour la 
production de la chalcone synthétase mais ils ont obtenu le résulat inverse : les pétunias 
obtenus  étaient  blancs.  L’hypothèse  était  que  les  transgènes  introduit  étaient  co-supresseur 
du gène endogène de la chalcone synthétase. 

En 1992, Romano and Macino ont décrit le même phénomène dans le Neurospora crassa, un 
champignon   tropical.   Ils   ont  montré   que   l’introduction   d’une   séquence   d’ARN  homologue  
provoque « l’étouffement » du gène endogène. (Romano et Macino 1992). 

Le premier   phénomène   d’ARN   interférence   observé   chez   l’animal   fut   décrit   par   Guo   et  
Kemphues  en  1995.  Ils  ont  observé  une  dégradation  de  l’ARN  messager  par-1 dans les vers 
ronds (nématodes) Caenorhabditis elegans après   avoir   introduit   de   l’ARN   sens  et   antisens 
(Guo et Kemphues 1995).  A  cette  époque   l’utilisation  d’oligonucléotides  antisens  était   l’un  
des moyens les plus attractifs pour inhiber   l’expression   d’un   gène. Guo et ses collègues 
furent  surpris  de  constater   lors  de  leur  expérience  contrôle,  que  l’utilisation  du  brin  d’ARN  
sens portant la séquence par-1,   qui   ne   devait   pas   s’hybrider   avec   son   transcrit   endogène  
induisait aussi une dégradation. Cette constatation obligeait les chercheurs à revoir la 
théorie antisens. 

b) Elucidation  de  l’extinction  des  gènes. 
 

En 1998, Fire et Mello ont publié le premier article qui donnait les explications sur 
l’extinction  des  gènes  endogènes  précédemment décrites (Fire et al. 1998). Travaillant eux 
aussi avec des C. elegans ils  ont  montré  que  l’extinction  des  gènes  n’était  pas  provoquée par 
de   l’ARN   simple  brin  mais  par  de   l’ARN  double  brin.   Fire   et   ses   collègues  ont  montré  que  
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contrairement  à  ce  que  prétendaient  Guo  et  Kemphues,  l’extinction  du  gène  cible  par  le  brin  
ARN sens devait être due à la contamination des simples brins ARNs par des doubles brins 
provenant   de   l’activité   de   l’enzyme   ARN   bactériophage polymérase. Ils ont également 
montré   que   l’activité   des   simples   brins   ARNs sens ou antisens était 10 à 100 fois moins 
importante  que  l’activité  des  ARNs doubles brins. 

c) Identification de  l’intermédiaire  d’extinction. 
 

Lorsqu’un   double   brin   d’ARN   est   injecté   dans   des   vers   ronds,   il   en   résulte   une   extinction  
systémique  ce  qui  signifie  que  l’extinction  se  fait  par  le  biais  d’un  intermédiaire  stable.  Cette  
hypothèse est renforcée par le fait  que  l’extinction  du  gène  est  héréditaire  chez  C. Elegans 
(Grishok, Tabara, et Mello 2000; Voinnet et Baulcombe 1997). L’existence   de   ces  
intermédiaires stables a été montrée chez les plantes par les virologistes Hamilton et 
Baulcombe (Hamilton et Baulcombe 1999).  L’hypothèse  était  qu’il  fallait  dérouler le double 
brin   d’ARN   pour   permettre   au   brin   antisens   de   s’hybrider   avec   l’ARN   messager,   mais   la  
présence du brin antisens entier ne fut jamais détectée. Ces constatations ont menées 
Hamilton  et  Baulcombe  à  chercher  des  formes  plus  courtes  de  l’ARN  antisens provenant du 
double   brin   d’ARN   introduit.   Ils   ont   émis   l’hypothèse   que   le   brin   antisens   devait  
probablement  servir  de  guide,  en  se  liant  à  l’ARN  messager  pour  provoquer  sa  destruction.  
Hamilton  et  Baulcombe  ont  détecté  de  l’ARN  antisens  d’environ  25  nucléotides de longueur 
et   ils   ont   conclu   que   cette   taille   d’ARN   était   suffisante   pour   induire   spécifiquement  
l’extinction  du  gène  cible. 

L’année   suivante, en   1998,   deux   autres   équipes   ont   identifié   l’intermédiaire   d’extinction  
dans des extraits de cellules de Drosophila (Zamore et al. 2000; Elbashir, Lendeckel, et Tuschl 
2001). Ils ont montré que leurs purifications donnaient toujours des ARNs de 21-23 
nucléotides,  laissant  supposer  que  les  doubles  brins  d’ARN  étaient  réduits  en  de  plus  petits  
intermédiares : les petits ARNs interférents (siRNA : small interfering RNA) capables de 
s’associer  à  leurs  ARNs  messager  cibles,  pour induire leurs clivages.  

Tuschl  et   ses   collègues  ont  démontré  que   la   taille  effective  pour  qu’un  double  brin  d’ARN  
induise   le  mécanisme  d’ARN   interférence  est  de  21-23 paires de bases. Ils ont incubé des 
extraits de cellules de Drosophiles en présence d’ARNs   synthétiques   de   21-22 paires de 
bases ciblant le gène de la luciférase. Ces petits ARNs synthétiques ont été capables de 
conduire  au  clivage  de   l’ARN  messager  qui  était  ciblé.  Les  siRNAs  avec  2-3 nucléotides non 
appariés   à   l’extémités   3’   de   chaque   brinfurent plus efficaces pour réduire les quantités 
d’ARN  messager  cible  que  les  siRNAs  avec  des  extrémités  3’  franches.  Tuschl  et  ses  collègues  
ont  également  montré  que  le  clivage  de  l’ARN  cible  s’effectue  au  niveau  des  paires  de  bases  
11-12 du siRNA.  

En 2001, Elbashir et ses collègues montrent que des petits ARNs interférents synthétiques 
peuvent  éteindre  les  gènes  endogènes  ciblés  lorsqu’ils  sont  introduits  par  transfection  dans  
des cellules mammifères (Elbashir et al. 2001). Il  a  été  montré  que  l’introduction  d’un   long 
double  brin  d’ARN  dans  des  cellules  mammifères  induit  une  réponse  interféron  qui  inhibe   la 
traduction et induit la perte de specificité du mécanisme ARN interférence. 
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d) Découverte de DICER et des endonucléases double brin. 
 

Pour déterminer si les enzymes responsables du clivage des doubles brins ARNs en siRNA 
sont  les  mêmes  que  celles  responsables  du  clivage  de  l’ARN  messager  cible,  Bernstein  et  ses  
collègues ont travaillé avec des extraits de cellules de Drosophiles pour essayer de séparer 
ces deux enzymes (Bernstein et al. 2001). Ils ont montré que les deux enzymes impliquées 
pouvaient être isolées simplement par ultra-centrifugation.  Ainsi,   l’enzyme  responsable  du  
clivage  de  l’ARN  messager  pouvait  être  isolée  par  ultracentrifugation  tandis  que  l’enzyme  qui  
clive  les  double  brin  d’ARN  en  petits  siRNAs restait dans le surnageant. Ils ont donc réussi à 
isoler  les  deux  enzymes  impliquées  dans  le  mécanisme  d’ARN  interférence  et  ils  ont  appelé  
le  complexe  responsable  du  clivage  de  l’ARN  messager : « RNA-induced silencing complex ». 

 

Hannon et ses collègues ont montré  que   l’enzyme  RNAse  de   type   III   était   responsable  du  
clivage  des  doubles  brins  d’ARNs en petits siRNAs. Cette enzyme a été nomée DICER. Elle est 
présente   dans   tout   les   organismes   où   il   a   été   observé   une   activité   d’ARN   interférence  
(Sontheimer 2005). Après identification de   l’enzyme  DICER, les recherches ont portées sur 
l’identification  des  composants  du  complexe  RISC  en  particulier  sur  l’enzyme  responsable  du  
clivage  de  l’ARN  messager. 

e) Identification du « slicer » ou trancheur. 
 

Pour purifier le complexe RISC, Tushl et ses collègues ont utilisé des extraits de cellules 
humaines  HeLa.  Pour   cela,   ils   ont   conjugué  en  position  3’   de   leur   siRNA  une  biotine  qui  a  
permis de co-immunoprécipiter les complexes de protéines associés au siRNA pour ensuite 
les purifier en fonction de leurs tailles et de leurs masses moléculaires (Martinez et al. 2002). 
Ils ont identifié deux protéines de 100 kDa, Argonaute 1 et Argonaute 2 (Ago1 et Ago2).  

En 2004, deux groupes ont identifé le « slicer » ou trancheur. Le premier groupe dirigé par 
Joshua-Tor a réussi à cristalliser une protéine Argonaute de archaébacterie Pyrococcus 
furiosus et ils ont montré que cette protéine comportait un site de clivage de composition 
similaire à cellui de la RNase-H (Song et al. 2004). Le deuxième groupe dirigé par Hannon a 
marqué les protéines Argonautes 1 à 4 puis a immunoprécipité chaque complexe Ago/ARN 
issus de cellulles humaine 293-T (Liu et al. 2004). Hannon et ses collègues ont montré que 
seul le complexe immunoprécipité Ago 2 avait une aptitude de clivage tandis que les autres 
argonautes montraient seulement une aptitude d’accrochage. Ce résultat indique  que  c’est  
bien Ago2 qui est responsable du clivage  de  l’ARN  messager.  Il  restait  encore  à  comprendre  
comment le siRNA était pris en chage par le complexe RISC. 

En 2005, deux goupes indépendants, l’un   dirigé   par   Wang   et   l’autre   par   Matranga   ont  
démontré que   la   séparation   des   deux   brins   d’un   siRNA   n’était   pas   le   fait   d’une   enzyme  
hélicase  mais   que   c’est  Ago2   lui-même qui sépare le brin sens du siRNA pour que le brin 
antisens soit pris en charge par RISC (Matranga et al. 2005; Rand et al. 2005). Ils ont 
également montré que le brin guide ou brin antisens (brin du duplexe siRNA qui porte  
l’activité   biologique,   l’autre   brin   sens   ou   passager n’a   acune   activité   biologique) était 
reconnu par le complexe RISC.  
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En 2003, Jayanesa et ses collègues ont comparé les propriétés thermodynamiques des 
siRNAs actifs et non-actifs (Khvorova, Reynolds, et Jayasena 2003). Leurs résultats ont 
montré  que  la  région  5’  du  brin  antisens  actif  est  thermodynamiquement  moins  stable  que  
le   région   5’   du   brin   sens,   indiquant   ainsi   que   RISC   discrimine   le   brin   antisens   sur   la   base  
d’une  plus  faible  stabilité  de  la  région  5’. 

f) Détermination de la structure minimale du complexe RISC. 
 

En 2005, Gregory et ses collègues ont identifié la structure du complexe RISC à 500 kDa en 
caractérisant les protéines co-purifiées avec le DICER Humain (Gregory et al. 2005). Deux 
protéines furent découvertes comme associées au DICER, Ago2 et TRBP (HIV transactivating 
response RNA-binding protein). La même équipe avait précédemment montré que la 
protéine TRBP est nécessaire pour que Ago 2 incorpore le siRNA lié au DICER (Chendrimada 
et al. 2005). C’est  donc  grâce  à  ce  complexe  ternaire  que  les  petits ARNs interférents ou les 
doubles  brins  d’ARNs  peuvent  induirent  le  mécanisme  d’ARN  interférence. 

 

g) Activité ARN interférence et traduction des ARNs messager. 
 

L’hypothèse  que  l’activité  du  complexe  RISC  va  de  paire  avec  la  traduction  est  interessante si 
on considère que RISC est   capable   d’analyser tout les ARNs messager traduits pour 
permettre  l’hybridation  des  siRNAs.  Pour  étayer  cette  hypothèse,  il  a  été  montré  qu’un  ARN  
messager « dormant »  de D. melanogaster était insensible au clivage induit par le 
mécanisme   d’ARN   interférence   (Kennerdell, Yamaguchi, et Carthew 2002). Une autre 
hypothèse  était  que  des  protéines  se  liaient  à  l’ARN  messager  non  traduit  pour  bloquer  à  la  
fois  le  mécanisme  d’ARN  interférence  et  la  traduction  .   

Sen  et  ses  collègues  ont  montré  que  l’activité  de  RISC  et  des  siRNAs  est  indépendante de la 
traduction  ou  non  de  l’ARN  messager.   Ils  ont  obtenu  ces  résultats  grâce  à  des  essais  basés  
sur   la   traduction   de   l’ARN   messager   codant   pour   les   protéines IRP1 et IRP2 (protéines 
impliquées dans la régulation du fer) (Sen, Wehrman, et Blau 2005; Gu et Rossi 2005). 

 

h) Localisation  d’Argonaute  2. 
 

Les cellules eucaryotes possèdent deux moyens pour réguler le renouvellement des ARNs 
messager (R. Parker & H. Song 2004). Le  premier  utilise  les  exonucléases  3’-5’  pour  dégrader  
les ARNs messager (Anderson et Parker 1998). Le deuxième se passe dans le cytoplasme au 
niveau des « Center Proccessing Bodies » ou « p-bodies » (Cougot et al. 2004; Sheth & R. 
Parker 2003). En 2005, Blau et ses collègue ont montré que le complexe RISC/Ago2 se situe 
dans le cytoplasme au niveau des « P-bodies » (Sen et Blau 2005). Une autre équipe a aussi 
démontré que les protéines Argonautes 2 étaient localisées dans les centres de dégradation 
« p-bodies » en réduisant la quantité de la protéine GW182. Cette protéine entre en jeu 
dans la formation de corps cytoplasmiques (P-bodies). Ils ont constaté que la réduction des 
centres de dégradation induit une diminution de la dégradation des ARNs messager par la 
voie ARN interférence (Jakymiw et al. 2005).  
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Les   principales   étapes   du   mécanisme   d’ARN   interférence   sont   décrites   dans   le   schéma  
suivant (Figure 34). 

 

Figure 34 : Mécanisme de l'ARN interférence. 

 

i) Les petits ARNs interférents : « siRNA ». 
 

Les  petits  ARNs  interférents  ont  été  les  premiers  ARNs  utilisés  pour  induire  l’extinction  des  
gènes par la voie ARN interférence. Ces petits doubles brins  d’ARNs  sont  directement  pris  en  
charge par le complexe RISC dans lequel le brin antisens (ou brin guide) est reconnu pour 
ensuite   induire   le   clivage  de   son  ARN  messager   complémentaire.  Une   fois   l’ARN  messager  
dégradé le complexe RISC associé au brin antisens peut répéter un nouveau cycle de 
reconnaissance-clivage (Figure 35).   L’efficacité   du   mécansime   d’ARN   interférence   permet  
l’extinction   du   gène   cible   in vitro en utilisant des quantités en   siRNA   de   l’ordre   de   la  
picomole. Cependant les siRNAs présentent des limitations pour leur utilisation in vivo. En 
effet,   ils  sont  sensibles  aux  nucléases  et  doivent  donc  être  protégés  avant  d’être  distribués  
dans les tissus cibles. Les siRNAs doivent aussi être administrés fréquement   puisqu’ils   ne  
sont   pas   produits   de   façon   endogène   et   que   leur   pharmacocinétique   montre   qu’ils   sont  
éliminés rapidement.  
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Figure 35 : Schéma du mécanisme d'ARN interférence induit pas les siRNAs. 

 

j)  Les ARNs en épingle à cheveux : les shRNAs. 
 

Les ARNs en épingle à cheveux (« Short Hairpin RNAs ») ont été développés comme 
alternative aux siRNAs pour obtenir une extinction de gène durable (Yu, DeRuiter, et Turner 
2002).  Le  shRNA  est  transcrit  dans  le  noyau  à  partir  d’un  vecteur  d’expression  sous  la  forme  
d’un  ARN  simple  brin  qui  se  structure  en  duplexe  reliant   les brins sens et antisens par une 
boucle simple brin (Figure 36). Le shRNA est ensuite découpé en différentes étapes pour être 
finalement pris en charge par le complexe RISC dans le cytoplasme. Il y a ensuite dégradation 
de   l’ARN   messager   cible   lorsqu’il   y   a   complémentarité avec le siRNA du complexe RISC. 
Certaines caractéristiques intrinsèques du shRNA sont différentes de celles du siRNA (Rao et 
al. 2009). 

Seulement 1% des duplexes siRNAs sont encore présents dans les cellules 48 h après leur 
transfection. Ils sont rapidement dégradés et ne se renouvellent pas dans les cellules. Au 
contraire, les shRNAs sont en perpétuelle production in situ dans les cellules hôtes ce qui 
induit une extinction de gène plus longue comparativement aux siRNAs. Cependant la 
stratégie   shRNA  pose  de   sérieux  problèmes  de   sécurité  du   fait   de   l’utilisation  de   vecteurs  
d’expression  qui  peuvent  être  d’origine  virale.   
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Figure 36 : Mécanisme  d’ARN  interférence  par  la  voie  shRNA. 

 
Après  que   le   vecteur   de   l’expression  des   shRNAs   soit   entré  dans   le   cytoplasme,   ce  même  
vecteur doit être transporté dans le noyau pour la transcription. Le premier transcrit pri-
shRNA est obtenu de la même façon  qu’un  microRNA  (voir  paragraphe  suivant).  Il  est  ensuite  
pris en charge par le complexe Drosha (enzyme RNAse de type III) pour former les pre-
shRNAs. Ces pre-shRNAs   sont   ensuite   transportés   dans   le   cytoplasme   grâce   à   l’Exportine  
5 (protéine  d’export  nucléaire), ils sont ensuite pris en charge par le DICER qui les transforme 
en shRNAs matures. Les shRNAs matures sont ensuite associés avec la protéine argonaute 
contenue  par  RISC  pour  agir  en  tant  qu’ARN  interférent  en  clivant  les  ARNs  messager  ce  qui  
conduit à leur suppression traductionnelle par les « p-bodies ». 

  

k) Les micro-ARNs : microRNAs (miRNAs). 
 

Les microRNAs sont des petits ARNs non codants indispensables pour réguler les fonctions 
physiologiques et pathologiques cellulaires (croissance, apoptose, prolifération…).   Les  
microRNAs sont initialement transcrits dans le noyau sous la forme de longs précurseurs, les 
« pri-miRNAs », issus de séquences contenues dans les introns des ARNs pré-messager (Figure 
37). Chaque pri-miRNA transcrit peut contenir de multiples pré-miRNAs (Zamore et al. 2000). 
Après avoir été coupé par Drosha (une endonucléase RNase III), le pré-miRNA est transporté 
dans le cytoplasme pour être ensuite maturé par DICER libérant un miRNA de 21-23 paires 
de bases dit mature. Le brin antisens du miRNA est ensuite séparé de son brin sens par Ago2 
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puis associé au complexe RISC pour pouvoir soit dégrader son ARN messager cible, soit 
inhiber par blocage stérique la traduction grâces aux « p-bodies » (Liu et al. 2005). 
Contrairement aux siRNAs et shRNAs qui requièrent une complémentarité parfaite avec 
l’ARN  qu’ils   ciblent   pour   pouvoir   avoir   un   effet   d’inhibition,   les  microRNAs   ont   seulement  
besoin   d’une   complémentarité   partielle.   Le   résultat   est   donc   que   l’expression   d’un   seul  
miRNA peut affecter des dizaines, voir des centaines de gènes différents (John et al. 2004; 
Chang et al. 2008). 

 

 

Figure 37 : Mécanisme d'interférence induit par les miRNAs. 

 

Les   premières   hypothèses   de   mécanismes   d’action   suggéraient   que   les   microRNAs  
interagissaient  seulement  avec  la  région  3’UTR  de  l’ARN  messager  pour  exécuter   leurs rôles 
de suppresseurs d’expression  de  gènes  (Bartel 2004). Rigoustos et ses collègues ont montré 
que les miRNAs peuvent aussi reconnaitre leurs séquences cibles dans la région codante de 
l’ARN  messager  (Tay et al. 2008). Puis, l’équipe  de  Steitz  a montré que les miRNAs peuvent 
agir  dans  la  région  5’UTR  soit  en  éteignant  le  gène  cible  (Lytle, Yario, et Steitz 2007) ou soit 
en le sur-exprimant (Ørom, Nielsen, et Lund 2008). Il a aussi été montré que les miRNAs 
peuvent   agir   sur   une   combinaison   de   régions   de   l’ARN  messager.   Cependant   la   région   de  
l’ARN   messager   où   les   miRNAs   sont   les   plus   efficaces   est   la   région   3’UTR.   Les   miRNAs  
peuvent  aussi  réguler  l’expression  des  gènes  directement  en  agissant  sur  l’ADN   (Place et al. 
2008). 
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Les   microRNAs   constituent   un   niveau   supplémentaire   dans   la   régulation   de   l’expression  
génétique   et   ont   une   dualité   d’action   sur   l’ADN   génomique   et   l’ARN   messager. Leur 
expression est dépendante du type cellulaire. Il a été montré que la sur-expression de 
microRNAs particuliers est souvent associée à des pathologies, notamment le cancer. 
L’analyse   du   profil   d’expression   des   microRNAs   est   devenue une nouvelle méthode de 
diagnostic,  puisqu’ils  se  révèlent  être  d’excellents biomarqueurs de certaines pathologies. 

L’expression   des   petits   ARNs   exogènes   dans   les   cellules   est   possible   en   réalisant   une  
transfection ou une transduction virale soit avec des pri-miRNAs, soit avec des pre-miRNAs, 
soit avec des miRNA matures ou soit avec des siRNAs (Figure 38).  

 

Figure 38 : Différents types d'ARNs pouvant induire le mécanisme d'ARN interférence. 

 

l) Les « Antagomirs ». 
 

Les oligonucléotides antisens (ASOs) sont de courts fragments d’ARN  ou  d’ADN  simple brin 
qui s’hybrident à   d’autres   acides   nucléiques   par   des   liaisons   de   type   « Watson-Crick ». En 
général les ASOs ciblent spécifiquement un ARN messager pour inhiber la traduction de 
celui-ci. Les ASOs peuvent aussi provoquer la destruction d’un brin ARN lors de la formation 
d’hétéroduplexes ARN-ADN, par la RNase H. Du fait de cette propriété il a donc été envisagé 
d’utiliser   l’approche  antisens  pour  neutraliser   les  microRNAs.  Ces oligonucléotides antisens 
sont dénommés anti-microRNAs. 

Les « Antagomirs »   sont   la   première   classe   d’anti-microRNAs à avoir été utilisée chez les 
mammifères (Krützfeldt et al. 2005; Krützfeldt et al. 2007). Ces oligonucléotides antisens 
ciblent les miRNAs matures. Ces ASOs synthétiques sont généralement modifiés avec des 
groupements   2’-O-Méthyles (2’-O-Me)   en   position   2’   du pentose. Ils portent des liaisons 
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inter-nucléotides phosphorothioate à chaque extrémité et sont couplés à un groupement 
cholestérol  en  position  3’  (Figure 39). 

 

Figure 39 : Structure et formulation des anti-microRNAs. 

Le   concept   d’activité   des   « Antagomirs » a été réalisé in vivo.   L’inhibition   de   microRNAs  
cibles a été montrée chez la souris dans plusieurs organes, comme le foie, les poumons, le 
cœur,   les   intestins,   les   graisses,   la  moelle   épinière, les muscles, les ovaires et les glandes 
surrénales.  Cependant,  l’activité  des  « Antagomirs » injectés par voie veineuse demande des 
doses   d’oligonucléotides   très   élevées,   de   l’ordre   de   80  mg/kg.   Ceci   limite   leur potentielle 
utilisation à des fins thérapeutiques.  

D’autres  types  de  modifications  chimiques  (Figure 40)  telles  que  les  2’-O-Méthoxyéthyles,  2’-
Fluoro  et  2’,4’-Méthylène (« Locked Nucleic Ncid »,  LNA)  ont  permis  à  la  fois  d’augmenter  la  
résistance vis-à-vis des   nucléases   et   l’affinité   d’hybridation   des   anti-microRNAs sur leurs 
cibles (Davis et al. 2006; Esau et al. 2006; Ørom, Kauppinen, et Lund 2006). La supériorité 
des anti-miRNAs portant des   groupements   fluorés   en  position  2’   avec  des  bases   LNAs par 
rapport aux anti-miRNAs  modifiés  avec  des  2’-O-Méthyles a été rapportée (Lennox et Behlke 
2010). Une meilleure résistance vis-à-vis de la dégradation est notamment confirmée par ces 
travaux. 
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Figure 40 : Modifications chimiques pour améliorer la stabilité des oligonucléotides antisens. (Broderick et 
Zamore 2011) 

 

L’intérêt  des  anti-miRNAs en thérapie est actuellement exploré. Elmén et ses collègues ont 
montré  notamment  qu’un  oligonucléotide 16-mère modifié avec des bases LNAs ciblant le 
miRNA-122, injecté à 10 mg/kg quotidiennement par voie intra-veineuse pendant 5 jours, 
permet la diminution du niveau de cholestérol chez  les  singes  verts  d’Afrique  sur  une  durée  
de 20 jours (Elmén et al. 2005). Les conclusions de ces travaux chez le singe sont que les anti-
miRNAs à base de LNAs sont  spécifiques,  stables  et  non  toxiques  lorsqu’ils  sont  administrés  
par voie systémique. Des essais cliniques sont actuellement en cours pour le développement 
d’anti-miRNAs thérapeutiques (Tableau 2).   

Tableau 2 : Anti-miARNs en développement clinique (Broderick et Zamore 2011). 
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B. LES PETITS ARNS INTERFERENTS : SIRNAS. 
 

1. Structure des siRNAs synthétiques. 
 

En 2001, Tuschl et ses collègues ont montré que de courts doubles  brins  d’ARN  induisent  la  
dégradation  spécifique  d’ARN  messager  sans  être  immunogènes (Elbashir et al. 2001) . Selon 
Tuschl,   les   siRNAs   sont   actifs   lorsqu’ils   ont   21-23   paires   de   bases   et   qu’ils   ont   deux  
nucléotides   dT   non   appariés   aux   extrémités   3’   (« overhang »). Ce modèle de siRNAs 
reproduit  les  duplexes  coupés  par  l’enzyme  DICER.  Ils  sont  composés  d’un  brin  antisens  (ou  
guide)   qui   porte   l’activité   biologique   et   d’un   brin   sens   (ou   passager).   La   région   5’   du   brin  
antisens est celle qui va être reconnue pour que le complexe RISC prenne en charge le 
siRNA.  

La structure du duplexe de siRNA peut être modifiée grâce à la synthèse chimique (Figure 41). 
Bien que la plupart des duplexes siRNAs sont constitués de deux brins il a été montré  qu’un  
siRNA formé de trois brins (un brin antisens intact et deux brins sens de 9-13 nucléotides) 
peuvent  réduirent  l’effet  « off-target » et améliorer  l’activité. Ce type de duplexe est appelé 
« small internally segmented interfering RNA » (sisiRNA)(Bramsen et al. 2007). Un siRNA actif 
peut aussi être  formé  d’un  seul  brin  de  différentes  manières.  En  effet  des  shRNAs  peuvent  
être introduit de façon exogène (Siolas et al. 2005) ou   à   l’intérieur   de   la   cellule  
(Brummelkamp, Bernards, et Agami 2002). Former une deuxième boucle en reliant les 
extrémités   3’   et   5’   d’un   shRNA permet de former les siRNAs « Dumbbell » qui présentent 
l’avantage   d’être   actifs   tout   en   étant   protégés   des   nucléases   (Abe, Abe, et Ito 2007). Il a 
également  été  montré  qu’un   simple  brin  antisens  pouvait  avoir  une  activité   comparable  à  
celle  d’un  duplexe siRNA (Holen et al. 2003).  

La longueur du siRNA peut aussi être modifiée. La plupart des siRNAs ont une longueur de 
19-21 nucléotides mimant le siRNA naturel issu du DICER, cependant il a été montré 
qu’augmenter  la  taille  du  duplexe  permet  d’améliorer  l’efficacité (D.-H. Kim et al. 2005). En 
revanche  pour  éviter  d’induire  une  réponse   immunitaire interféron, il est important que la 
longueur du  duplexe  n’excède  pas  30  nucléotides (Minks et al. 1979).    

 

Figure 41 : Structures fonctionnelles des siRNAs. 

 

Les siRNAs non chimiquement modifiés montrent une meilleure résistance vis-à-vis des 
nucléases que des oligonucléotides antisens (Bertrand et al. 2002). Cependant,  l’addition  de  
modifications chimiques sur les siRNAs augmente leur résistance à la dégradation, 
notamment dans un contexte in vivo. Pour cela, diverses modifications peuvent être 
apportées, soit sur le ribose du nucléotide ou dans les liens inter-nucléotides. 
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Les siRNAs peuvent induire des effets non spécifiques (« Off-target effect ») sur des gènes 
non ciblés. Ces effets sont expliqués par un « design » de séquence non optimal qui ne 
prendrait   pas   en   compte   la   structure   tridimensionnelle   de   la   cible   et   l’accessibilité   de   la  
séquence   cible   dans   l’ARN messager. Des fixations des   siRNAs   dans   les   régions   3’-UTR 
expliqueraient  aussi  ces  effets  non  spécifiques  (Birmingham,  2006)  ainsi  que   l’induction  de  
réponse interféron. Certaines modifications chimiques permettent de limiter à la fois les 
effets   non   spécifiques   et   l’induction   d’une   réponse   immune,   principalement   les  
modifications  de  type  2’-O-Méthyle,  2’-Fluoro et les LNAs (Judge 2005, ). 

Enfin,   d’autres  modifications   des   siRNAs   sont   principalement effectuées pour générer des 
conjugués de siRNAs. Ces conjugués à base de lipide, peptide ou polyéthylène glycol ont 
pour  but  d’augmenter  la  pénétration  dans  les  cellules  et la pharmacodynamie des siRNAs in 
vivo. Les parties suivantes vont présenter les modifications chimiques majeures des siRNAs. 

 

2. Modifications des sucres. 
 

Les modifications des siRNAs les plus utilisées sont les modifications des sucres. La plupart 
des   modifications   touchent   la   position   du   2’-OH   du   pentose   qui   n’est   pas   nécessaire   à  
l’activité  du  siRNA  (Chiu et Rana 2003) (Figure 42).  

 

Figure 42 : Modifications des sucres (Watts, Deleavey, et Damha 2008). 

 

a) Modification  2’-O-Méthyle (2’-O-Me). 
 

La   modification   2’-O-Me sur les nucléotides ARNs permet   d’augmenter   l’affinité  
d’hybridation  ainsi  que  la  stabilité  vis-à-vis des nucléases. Généralement, cette modification 
permet   de   conserver   l’activité   (Kraynack et Baker 2006; Choung et al. 2006). Cependant, 
cette modification peut également diminuer   l’activité   des   siRNAs   dans   certains   cas  
(Czauderna et al. 2003), notamment leur introduction  trop  extensive  n’est  pas  bien  tolérée  
par les duplexes de siRNA. Davis   et   ses   collègues   ont   montré   que   l’introduction   de  
nombreuses modifications   de   la   position   2’   du   brin   sens   induisait   une   faible   activité   des  
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siRNAs, mais ils ont aussi montré que des oligonucléotides anti-miARNs qui portent ces 
modifications étaient très actifs pour bloquer les miRNAs (Davis et al. 2006). Ceci suggère 
que  l’introduction  des 2’-O-Me doit être très sélective et  c’est  notamment le cas quand elle 
est destinée à supprimer les risques de réponse immune induite par les ARNs double brin 
(Judge et al, Mol Ther, 2006). 

b) Modification  2’-O-Méthoxyéthyle (2’-O-MOE). 
 

Jusqu’à  présent   les  modifications  2’-O-Méthoxyéthyles (2’-O-MOE) ont été utilisées sur les 
positions  3’  non  appariées  du  duplexe  siRNA  et  ont  montré  une  bonne  extinction  du  gène  
cible in vivo (Dorn et al. 2004).  Un  autre  groupe  a  montré  que  ces  modifications  2’-O-MOE 
pouvaient être introduites aux extrémités du brin sens mais ne pouvaient pas être 
introduites dans le brin antisens (Prakash et al. 2005). De la même manière des 
modifications  2’-O-allyles peuvent  être  utilisées  aux  extrémités  3’   non  appariées  du   siRNA  
mais  pas  à  l’intérieur  de  sa  séquence (Amarzguioui et al. 2003). 

 

c) Modification 2,4-dinitrophényl éther. 
 

Chen et ses collègues ont montré que l’introduction   de   cette   modification sur 70% des 
positions 2’-OH   d’un   siRNA   augmente l’affinité   du   siRNA   pour   sa   séquence cible tout en 
améliorant   l’extinction  du  gène  ciblé. Cette modification permet  également  d’améliorer  sa  
résistance contre les nucléases (Chen, Shen, et Wang 2004). 

 

d) Modification  2’  Fluoro-RNA  (2’  F-RNA). 
 

La   substitution   de   la   fonction   2’-OH par des fonctions oxygénées est possible par une 
fonction  fluorée.  La  modification  2’  F-RNA est  l’une  des  plus  utilisée  et  elle  peut  être  portée  
aussi bien par le brin sens que par le brin antisens du siRNA (Harborth et al. 2003). Un siRNA 
complètement  modifié  avec  des  groupements  2’  F-RNA peut conserver son activité (Blidner 
et al. 2007). Les modifications 2’-F-RNA  permettent  également  aux  siRNAs  d’être  plus  stables  
en présence de sérum (Layzer et al. 2004). 

 

e) Modification  2’  F-ANA. 
 

La modification de la stéréochimie du fluor des groupements 2’  F-RNA  permet  d’obtenir   la  
modification  2’  F-ANA  qui  a  été  développée  au  départ  pour  mimer   l’ADN   (Wilds et Damha 
2000). Les   modifications   2’   F-ANA   sont   bien   acceptées   lorsqu’elles   sont   intégrées   aux  
duplexes siRNAs y compris lorsque tout le brin sens est modifié. Malgré tout, le brin antisens 
doit être que partiellement et sélectivement modifié (Dowler et al. 2006). 
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f) Modification ADN. 
 

L’ADN   lui-même peut être considéré comme une modification qui ne porte pas de 
groupement   électronégatif  en  position  2’   du  duplexe   siRNA.  Par  exemple,   depuis   le  début  
des recherches sur les siRNAs, des nucléotides ADN ont été ajoutés aux  extrémités  3’  non  
appariées. Quelques nucléotides ADN peuvent être insérés dans les siRNAs sans diminuer 
leur   efficacité.   Chiu   et   ses   collègues   ont   montré   qu’un   brin   antisens   entièrement   ADN    
portant   quelques   modifications   2’   F-RNA est fonctionnel selon le   mécanisme   d’ARN  
interférence (Chiu et Rana 2003).  

 

 

g) Modification  4’  S-RNA. 
 

Le pentose peut aussi être modifié :   les  modifications  4’  S-RNA permettent  d’augmenter   la  
résistance du siRNA vis-à-vis des nucléases, elles sont souvent utilisées en positions 
terminales sur le siRNA (Hoshika et al. 2007; Dande et al. 2006).  Lorsque  les  modifications  4’  
S-RNA sont portées par le brin antisens, Hoshika et ses collègues ont montré que les siRNAs 
étaient moins efficaces que des siRNAs non modifiés, mais étaient plus efficaces que des 
modifications  2’-O-Me aux mêmes positions (Hoshika et al. 2005). Il a également été montré 
qu’il  n’était  pas  possible  d’utiliser  les  4’  S-RNA dans la partie centrale du brin antisens sans 
perte  d’efficacité. 

 

h) Modification  4’  S-FANA. 
 

Les  nucléotides  4’S  2’F-ANA  portent  des  modifications  en  positions  2’  et  4’.   Il  a  été  montré  
que lorsque ces modifications sont portées par le brin antisens, les résultats obtenus étaient 
comparables   à   ceux   obtenus   avec   les   modifications   2’   F-ANA (Watts et al. 2007). La 
déstabilisation   induite  par   les  nucléotides  4’S  2’  F-ANA ne permet pas de les introduire en 
grand nombre dans les duplexes siRNAs. 

 

i) Modification LNA. 
 

Les LNAs « Locked Nucleic Acid » sont des nucléotides modifiés dont le pentose a été rigidifié 
par   le   biais   d’une   liaison  méthylène   entre   le   carbone   de   la   position   4’   et   l’oxygène   de   la  
position  2’.  Leur   rigidité  permet  d’augmenter   leur  affinité  d’hybridation. Les extrémités du 
brin  sens  et  les  positions  3’  non  appariées  des  siRNAs  sont  souvent  les  sites  préférentiels  de  
modifications LNA (Hornung et al. 2005; Elmén et al. 2005; Mook et al. 2007). Elmén et ses 
collègues ont aussi montré que lorsque quelques LNAs sont placés sur le brin antisens, le 
siRNA est toujours actif. Malgré tout, cela demande une introduction très sélective de cette 
modification. Des travaux plus récents suggèrent que les LNAs permettraient de limiter les 
réponses non spécifiques (Fluiter, Methods Mol Biol, 2009). 
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3. Modification des liaisons phosphate. 
 

a) Liaison phosphorothiate (PS). 
 

Quelques variations de la liaison phosphodiester sont aussi tolérées par la machinerie ARN 
interférence (Figure 43). Il a été montré que les siRNAs qui portent des liaisons 
phosphorothioates présentent une efficacité comparable (Amarzguioui et al. 2003; Harborth 
et al. 2003) ou légèrement inférieure (Chiu et Rana 2003) (Hall et al. 2004) à celle de siRNAs 
nus. Certains groupes ont montré que si les liaisons PS étaient placées au centre du duplexe, 
les siRNAs n’étaient  plus  actifs (Schwarz, Tomari, et Zamore 2004). Cependant, des exemples 
ont prouvé que la capacité du siRNA à porter un des brins totalement PS dépend de 
l’architecture   des   brins   (Kraynack et Baker 2006). Amarzguioui et ses collègues ont aussi 
montré   que   l’utilisation   abondante   de   liens   phosphorothiates   sur   les   siRNAs se révèle 
toxique (Amarzguioui et al. 2003). Braasch et ses collègues ont quant à eux démontré que les 
modifications   PS   n’avaient   pas   de   réel   effet   sur   la   biodistribution   des   duplexes   siRNAs  
(Braasch et al. 2004). 

 

b) Liaison boranophosphate. 
 

Les liaisons boranophosphates sont fonctionnelles et ont montré une meilleure activité du 
siRNA qui les porte, en comparaison avec les liaisons inter-nucléotides PS et 
phosphodiesters.   Mais   pour   que   l’efficacité   du   siRNA   soit   maximale   les   liens  
boranophosphates ne doivent pas être placés au centre du siRNA. Hall et ses collègues ont 
aussi montré que les liaisons boranophosphates permettent aux siRNAs d’être   plus  
résistants face aux nucléases (Hall et al. 2004).  

 

c) Liaison  2’-5’. 
 

Le lien phosphodiester naturel permet de faire la liaison entre les positions   3’   et   5’   des  
pentoses   mais   il   est   possible   de   déplacer   cette   liaison   entre   les   positions   2’   et   5’.   Cette  
modification   ne   peut   être   portée   que  par   le   brin   sens   du   duplexe   siRNA   et   s’accompagne  
d’une   perte   d’efficacité   du   siRNA   (Prakash et al. 2006). Iwase est ses collègues ont aussi 
montré   qu’il   était   possible   de   remplacer   la   liaison   phosphodiester   par   une   liaison   amide  
(Iwase, Toyama, et Nishimori 2007). 

 



 Chapitre 2 : Les acides nucléiques pour la thérapie.  
 

68 
 

 

 

Figure 43 : Liaisons inter-nucléotides utilisées dans les duplexes siRNAs. 

 

4. Conjugués de siRNA. 
 

a) Conjugués hydrophobes et lipidiques. 
 

Pour  ajouter  d’autres  fonctionnalités  aux  siRNAs  des  marqueurs  hydrophobes  ont  été  greffés  
sans  perturbation  du  mécanisme  d’ARN  interférence.  Des  fluorophores  tels  que  la  Cyanine 3 
(Cy3), la Cyanine 5 (Cy5) et le TAMRA (dérivé de Rhodamine) sont couramment utilisés car ils 
permettent de suivre le devenir des siRNAs in vitro ou in vivo. Le cholestérol a également été 
conjugué   à   des   siRNAs   permettant   une   interaction   avec   l’Apolipoprotéine ApoB et 
permettant de diriger les siRNAs vers les cellules hépatiques et intestinales chez la souris 
(Soutschek et al. 2004).  D’autres  dérivés  comme  des  longues  chaînes  alkyles  ont  été  greffées  
sur les siRNAs pour augmenter leur pénétration cellulaire (Yamada, 2011). 

 

b) Conjugués siRNA-ligands. 
 

Des ligands tels que le folate sont eux greffés sur les siRNAs pour cibler les récepteurs 
membranaires au folate qui sont sur-exprimés dans les cellules cancéreuses (Dohmen et al. 
2012). Plusieurs voies de synthèses sont développées pour produire des conjugués siRNA-
oligosaccharide pour cibler notamment le récepteur des asialoglycoprotéines des 
hépatocytes (Pourceau et al. 2010; Yamada et al. 2011). Des conjugués de siRNAs avec des 
motifs multimériques RGD cycliques ont été proposés pour cibler des cellules exprimant les 
intégrines αvβ3,   comme les cellules de mélanome humain M21. Cette approche est 
prometteuse   dans   le   cas   d’une   thérapie   d’ARNs   interférents   anti-cancers (Alam, 
Juliano,Bioconj Chem, 2011). 
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c) Conjugués siRNA-CPP. 
 

Les peptides de transduction (« Cell Penetrating Peptide », CPP), aussi appelé protéines de 
transduction, représentent des potentiels cargos pour la vectorisation intracellulaire des 
siRNAs. Ainsi, le peptide basique TAT (issu de la protéine trans-activatrice du virus de 
l’immunodéficience de type-1, VIH-1) a été  conjugué  à   l’extrémité  3’  du  brin  antisens  d’un  
duplexe de siRNA (Chiu et al. 2004) (Figure 44).  Ce  peptide  permet  d’améliorer  le  passage  du  
siRNA à travers les membranes cellulaires. Chiu et ses collègues ont montré  que  l’efficacité  
de la transfection du conjugué siRNA-TAT   est   comparable   à   l’efficacité   de   transfection   du  
duplexe  avec  un  agent  de   transfection  commercial,   la  Lipofectamine,  et  que   l’activité  était  
spécifique du gène cible. La présence du peptide conjugué  n’interfère  pas  avec  le  mécanisme  
d’ARN  interférence.  Plusieurs  autres  conjugués  à  base  de  CPP  ont  été  développés. 

 

Figure 44 : Conjugués peptides duplexes siRNAs. 

 

La   position   5’   du   brin   antisens   est   une   position   cruciale pour   que   le   mécanisme   d’ARN  
interférence  ait  lieu.  Plusieurs  équipes  ont  utilisé  des  ponts  disulfures  pour  conjuguer  en  5’  
du siRNA des CPPs comme la pénetratine et le transportan. Ces conjugués permettent aux 
siRNAs de traverser la membrane cellulaire et la liaison entre le peptide et le siRNA est 
coupée au niveau intracellulaire libérant ainsi un siRNA actif (Muratovska et Eccles 2004). Le 
clivage du peptide conjugué au duplexe siRNA induit une meilleure prise en charge du brin 
antisens   par   le   complexe   RISC.   Dans   ce   cas   l’extinction   du   gène   est   comparable   à   celle  
obtenue avec une formulation de lipides cationiques. 

Des duplexes siRNAs conjugués à la pénétratine  par   l’intermédiaire  d’un  pont  disulfure  ont  
été utilisés pour transfecter de cellules neuronales mammifères (Davidson et al. 2004). Lors 
de cette étude, il a été montré que le conjugués permettent de réduire  l’expression  du  gène  
cible sans toxicité apparente. Cependant le fait de conjuguer un peptide sur le duplexe siRNA 
n’a  pas  semblé  améliorer  la  stabilité  du  siRNA.  Moschos  et  ses  collègues  ont  montré  que  des  
conjugués CPP-siRNA  exposés  à  du  mucus  d’alvéole bronchique de souris subissent autant 
de dégradations que des siRNAs non conjugués (Moschos et al. 2007). Cependant il a été 
montré que certains CPP-siRNA   conjugués   éteignent   bien   l’expression   du   gène cible mais 
provoque une réponse immunitaire. En effet le conjugué Pénétratine-siRNA provoque une 
élévation de la sécrétion de cytokine inflammatoire (interféron-), provoque également des 
nécroses, et favorise la prolifération tumorale (TNF-alpha). Les conjugués siRNA-TAT (48-60) 
eux ne provoquent aucune réponse immunitaire. 
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d) Conjugués hydrophiles (PEG). 
 

Le poly (éthylène glycol) (PEG) est un polymère hydrophile non ionique et biocompatible. 
Park  et  ses  collègues  ont  conjugué  le  polymère  PEG  sur  un  duplexe  siRNA  par  l’intermédiaire  
d’un  pont disulfure (S. H. Kim et al. 2006) , ils ont ensuite condensé le conjugué siRNA-PEG 
avec un polymère cationique pour former des nano-particules colloïdales complexes de 
micelles polyelectrolites (PEC micelles). Les charges négatives de la partie siRNA sont ainsi 
masquées par le polymère cationique qui les neutralise en  formant  un  cœur  polyélectrolyte 
tandis   que   la   partie   PEG   hydrophile   va   venir   encercler   ce   cœur   de   polyéclectrolyte. Le 
complexe formé est donc ainsi plus  stable  lorsqu’il  est  administré  dans  le  flux  sanguin  tout  
en améliorant sa biodisponibilité. Le rôle de la couche externe PEG du complexe est aussi de 
prévenir des agrégations entre les particules. Elle forme une couche hydrophile qui masque 
totalement les charges ce qui permet à ces complexes de ne pas se lier à des composants du 
sang. Il a également été montré que les conjugués PEG-siRNAs seuls sont plus stables que le 
siRNAs  nus  en  présence  de  50%  de  sérum,  la  dégradation  survient  après  16  h  d’incubation. 
Lorsque le conjugué PEG-siRNA est complexé avec un polycation, comme le 
polyéthylènimine (PEI), puis incubé dans 50% de sérum, la dégradation apparait seulement 
après 48 h. Ces particules ont également montré une grande efficacité pour la transfection. 

 

e) Conjugués Aptamères. 
 

Les conjugués d’aptamères et de duplexes siRNAs ont la capacité de cibler des récepteurs 
membranaire  de  cellules  spécifiques,  de  plus  ils  sont  compatibles  avec  le  mécanisme  d’ARN  
interférence. Conjuguer des aptamères sur des duplexes siRNAs pour obtenir une seule 
molécule   permet   de   réduire   le   caractère   immunogène   que   présenterai   l’utilisation   de   ces  
deux molécules séparées. Les duplexes siRNAs conjugués à des aptamères sont simples à 
synthétiser et simple à modifier. 

Des conjugués duplexes siRNA-aptamères   ont   été   utilisés   pour   cibler   l’antigène  
membranaire prostatique spécifique (PSAM) (McNamara et al. 2006; Dassie et al. 2009). Le 
domaine aptamère du conjugué cible les PSAM à la surface des cellules tumorales, les 
conjugués aptamère-siRNA sont ensuite endocytés, leurs domaines aptamères sont ensuite 
coupés enzymatiquement, puis le duplexe siRNA induit la mort des cellules tumorales en 
inhibant une protéine anti-apoptotique.  

Bagalkot et ses collègues ont décrit un système de conjugués nano-particulaire à la fois 
constitué   d’une   grande   surface   pour   y retenir les siRNAs tout en laissant les conjugués 
aptamères disponibles pour la reconnaissance des cellules cibles,   d’une   partie   polymère  
cationique dite « éponge à proton » qui   permet   la   libération   dans   l’endosome   (à   base   de  
PEI),   et   enfin   d’un   partie   « quantum dot » qui permet la localisation et la quantification 
intracellulaire du conjugué nano-particulaire (Bagalkot et Gao 2011) (Figure 45). 

La formation de ces nanoparticules se fait en deux étapes. Dans un premier temps, les 
duplexes siRNAs seuls sont adsorbés à la surface de la nanoparticule pour réduire les charges 
et ainsi réduire les potentielles interactions entre les nanoparticules et les aptamères. Dans 
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un deuxième temps les conjugués siRNA-aptamère sont fixés à la surface de la 
nanoparticule. 

 

Figure 45 : Conjugués  d’adsorption  nano-particulaire. a)  Le  cœur  constitué  par  le  quantum  dot  est  enrobé  du  
polymère  cationique  PEI,  b)   L’adsorption  des   siRNAs  est   réalisée  dans  un  premier   temps,  C)   l’adsorption  des  
conjugués avec aptamères est réalisée finalement, exposant des aptamères à la surface des nanoparticules, 
disponibles pour cibler les cellules tumorales. 

Bagalkot   et   ses   collègues   ont   également   montré   que   l’adsorption des conjugués siRNA-
aptamères  en  2  temps  sur  les  nanoparticules  permet  d’augmenter  de  34%  l’extinction  dans  
les cellules par rapport aux nano-particules sans conjugués aptamères. En revanche, si 
l’adsorption des siRNAs et des conjugués siRNA-aptamères se fait simultanément, 
l’augmentation   de   l’extinction   est   seulement   de   6%.   Ces   résultats   indiquent   que   la  
préparation de nanoparticules exposant le mieux les aptamères à leur surface est la plus 
efficace. 
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CHAPITRE 3 : CONJUGUES OLIGONUCLEOTIDE-SPERMINE. 
 

A. GENERALITES. 
 

Un   duplexe   d’acides nucléiques est   soumis   à   deux   forces   qui   s’opposent,   d’une   part   la  
formation du duplexe est soumise aux liaisons hydrogènes de type Watson-Crick, et la 
dissociation du duplexe est soumise aux répulsions électrostatiques entre les charges 
négatives des phosphates. 

Dans le cas des PNAs (« Peptides Nucleic Acids »), qui possèdent des liens inter-nucléotides 
neutres, les répulsions électrostatiques entre les deux brins du duplexe sont diminuées ce 
qui favorise la stabilité du duplexe. 

Considérant   ceci,   il   est   donc   logique   que   l’ajout   de   charges   positives   sur   la   double   hélice  
d’acides nucléiques favorise la stabilité de cette dernière. Suivant cette logique, plusieurs 
stratégies   de  modifications   ont   été  développées   pour  permettre   l’introduction   de   charges  
positives  au  sein  des  oligonucléotides  pour  augmenter  leur  affinité  d’hybridation. Cependant 
le prérequis est que ces modifications ne doivent pas perturber les appariements entre les 
bases de manière à   conserver   la   spécificité   d’hybridation.   D’autre   part,   les   groupements  
cationiques ajoutés doivent être chargés dans les conditions de pH d’utilisation de ces 
oligonucléotides modifiés. 

Ces charges positives peuvent être apportées à un oligonucléotide par des groupements 
ammonium ou guanidinium greffés soit au niveau de la liaison inter-nucléotide, soit au 
niveau des sucres ou des bases azotées ou soit  aux  extrémités  5’  et  3’  de   l’oligonucléotide  
(Figure 46). Les charges cationiques peuvent être placées à différents sites  au  sein  d’un  même  
oligonucléotide. Les groupements cationiques peuvent être mono cationiques ou 
oligocationiques. Les oligocations sont généralement des structures à base de poly-amines 
linéaires ou branchées ou de structures riches en peptides (lysine, arginine). Le greffage de 
ces groupements cationiques est varié, il peut se faire grâce à des liaisons amides, 
thioéthers, disulfures, ou encore phosphoramidates. Plusieurs de ces structures cationiques 
sont représentées dans la (Figure 46). 
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Figure 46 : Structures  d’oligonucléotides  cationiques. 
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1. La spermine. 
 

Les polyamines sont des composants basiques naturellement présents dans les cellules où 
elles sont en contact avec les acides nucléiques, des protéines et des lipides anioniques de la 
membrane cellulaire. Parmi ces polyamines on trouve la putrescine, spermidine, la spermine 
ou encore la cadavérine (Tableau 3). Leurs fonctions dans la cellule sont variées, elles sont 
notamment indispensables à la division cellulaire. 

 

 

Tableau 3 : Polyamines présentes dans la cellule. 

 

La spermine est une polyamine naturellement présente dans les cellules à une concentration 
de  l’ordre  du  millimolaire  (Figure 47). La spermine porte 4 fonctions amines (deux primaires et 
deux secondaires) qui sont protonables à pH physiologique (Braunlin, Strick, et Record 
1982). La spermine a une constante d’association   Ka   aux acides désoxyribonucléiques 
doubles brins de 104 M-1. Au Laboratoire de Chimie Génétique,  il a été montré en 1991 que 
la spermine est présente dans le petit sillon   de   la   double   hélice   d’ADN   en   formant   des  
liaisons hydrogènes (N Schmid et Behr 1991). Auparavant, Wemmer et ses collègues avaient 
montré que la spermine se déplace le long du petit sillon de la double hélice comme sur un 
rail (Wemmer et al. 1985). Les fonctions de la spermine sont nombreuses, comme son 
implication au niveau structurale (par sa propriété de condensation) et de réactivité de la 
chromatine,   ainsi   qu’à   sa   protection   contre   les   radiations.   Du   fait   de   ces   propriétés 
naturelles  avantageuses,  l’idée  d’utiliser  la  spermine  pour  son  affinité  pour  la  double  hélice  
d’ADN   ou   sa   capacité   d’interagir   avec   des   polyanions   a   été   exploitée.   Le   Laboratoire   de  
Chimie Génétique a notamment contribué au développement des bases conjuguées à des 
spermines (Potier et al, voir parties suivantes). Plus récemment, il a été imaginé au 
Laboratoire   de   greffer   la   spermine   aux   extrémités   5’   et/ou   3’   des   oligonucléotides   pour  
permettre  à  ces  derniers  de  s’hybrider  plus  vite  à  leurs  séquences cibles. 

 

Figure 47 : Structure de la spermine. 
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2. La spermine et les oligonucléotides. 
 

Lors des premiers travaux du Laboratoire, la spermine a été intégrée dans un oligonucléotide 
11-mère par   l’intermédiaire   des   guanines   de   la   séquence. Pour cela, la spermine a été 
greffée sur les positions C-2  des  guanines  fluorées  après  l’élongation  de  l’oligonucléotide  11-
mère, ce qui permet aux ions ammoniums de se loger dans le petit sillon. Le résultat majeur 
obtenu lors de ces premiers travaux était que le greffage de deux unités spermines sur 
l’oligonucléotide  a  permis  d’augmenter   la  température  de   fusion  du  duplexe   formé  de  15°  
par rapport à celle du duplexe naturel (Nathalie Schmid et Behr 1995). 

 
Lors de cette première approche seulement deux unités spermines avaient été greffées sur 
l’oligonucléotide.  Dans  le  but  d’introduire  plus  d’unités  spermines  sur   l’oligonucléotide,   il  a  
été synthétisé en 1999 au Laboratoire une base spermine guanine phosphoramidite (P. 
Potier et al.).   L’intérêt   est   d’intégrer   cette base modifiée au moment de la synthèse de 
l’oligonucléotide  et  non  pas  d’ajouter  la  spermine  post-synthèse. Cette nouvelle guanosine a 
permis   la  synthèse  d’oligonucléotides  de  22-mère portant   jusqu’à  4  unités  de  spermine (P. 
Potier, Abdennaji, et Behr 2000; P. F. Potier et Behr 2001). Les résultats obtenus ont montré 
que   les   unités   de   spermine   greffées   sur   l’oligonucléotide   permettaient   de   stabiliser   le  
duplexe  en  augmentant   la  température  de  fusion  du  duplexe  d’environ  3°C  par  spermines.  
Cependant  un  des  inconvénients  de  cette  approche  était  que  l’on  ne  pouvait  pas  placer  les  
unités  de  spermine  où  l’on  voulait  dans  la  séquence  de  l’oligonucléotide  puisque  seules  les  
guanosine portaient les groupements spermine. Pour rendre le positionnement des unités 
de spermine plus versatile il aurait fallu synthétiser les quatre bases modifiées avec la 
spermine.   L’autre   inconvénient   qui   a   été   rapporté est le fait que   l’introduction   de  
groupements  spermine  à  l’intérieur  de  la  séquence  et  non  aux  extrémités  peut induire une 
hybridation non spécifique.  
 
L’introduction   de   charges   positives   sur   l’oligonucléotide   par   le   biais   d’unités   de   spermine  
permet  d’améliorer  l’affinité  de  l’oligonucléotide  pour  sa  séquence  cible  tout  en  améliorant  
la stabilité du duplexe formé. 
 

3. La « base » spermine. 
 

Pour  pouvoir  greffer  plus  d’unités  de  spermine  sur  l’oligonucléotide  et  afin de stabiliser son 
hybridation avec sa séquence cible tout en restant spécifique, la spermine phosphoramidite 
a été proposée et synthétisée au Laboratoire par le Docteur Mitsuharu Kotera (Voirin, Behr, 
et Kotera 2007) (Figure 48). Le synthon spermine phosphoramidite peut être couplé de 
manière automatisée sur un synthétiseur en utilisant la chimie des phosphoramidites 
précédemment  décrite.  L’utilisation  de  ce  synthon  spermine  phosphoramidite  a  pour  but  de  
greffer le nombre de spermines   souhaité,   en   théorie   à   n’importe   quelle   position   de   la  
séquence  d’un  oligonucléotide.  Malgré  tout  ce  synthon  est  préférentiellement  destiné  à  être  
greffé  aux  extrémités  5’  et  3’  des  oligonucléotides,  car  à  ces  positions  il  n’interrompt  pas  la  
séquence nucléotidique. 
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Ce synthon contient successivement une fonction réactive phosphoramidite, un petit 
espaceur alkyle (chaîne en C4), une spermine dont les amines sont protégées sous forme 
d’acide  trifluoroacétique  (TFA),  un  petit  espaceur  alkyle  (chaîne en C4) et se termine par une 
fonction hydroxyle protégée par un diméthoxytrytile (DMT). La présence du DMT permettra 
de quantifier le couplage de chaque phosphoramidite spermine à chaque cycle de synthèse. 

 

 

Figure 48 : Synthon phosphoramidite spermine DMT. 

Depuis la démonstration en 1991 que la spermine interagit avec le petit sillon de la double 
hélice  d’ADN,  diverses  stratégies  ont  été  employées  pour  greffer  des  unités  de  spermine  sur  
des oligonucléotides dans le but que ces derniers puissent bénéficier des propriétés de la 
spermine (Figure 49).   Le   but   étant   d’améliorer   l’hybridation   tout   en   restant   spécifique.   Je  
détaillerai plus loin dans le manuscrit les avantages de la dernière stratégie employée, celle 
d’utiliser   le   synthon   spermine   phosphoramidite   pour   des   applications   en   diagnostic   et   en  
thérapie. 
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Figure 49 : Stratégies  de  couplage  d’unités  de  spermine  sur  un  oligonucléotide. 

 

4. Le synthon spermine phosphoramidite. 
 

Comme évoqué précédemment, la synthèse du synthon spermine phosphoramidite a été 
effectuée au Laboratoire dans le but de rendre plus versatile la synthèse des conjugués 
oligonucléotide-spermine.  Dans   le  but  d’éviter  une  potentielle  toxicité  qui  serait  due à des 
métabolites, le synthon cationique synthétisé au Laboratoire est basé sur la spermine, une 
polyamine  que  l’on  trouve  à   l’état  naturel.  Le  fait  de  procéder  à  une  alkylation  finale  de  la  
spermine ne semble pas induire de toxicité (Bergeron et al. 2001). Le Dr Mitsuharu Kotera a 
développé la synthèse en sept étapes en partant de la spermine pour arriver à la spermine 
phosphoramidite (Figure 50) (Voirin, Behr, et Kotera 2007). La spermine est protégée puis 
alkylée avec le α,ω-bishydroxyle pour former un diol compatible avec la synthèse des 
oligonucléotides. Ensuite, les amines sont protégées avec le groupement trifluoroacétyle 
(TFA) labile en milieu basique. Le couplage sur le diol des groupements diméthoxytrityles et 
phosphoramidite permet enfin au synthon de pouvoir être utilisé sur le synthétiseur 
d’oligonucléotides.   Le   synthon   spermine   phosphoramidite   est   obtenu   avec   un   rendement  
final  moyen  d’environ  12%. 
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Figure 50 : Schéma de synthèse de la spermine phosphoramidite. 

La phosphoramidite spermine 1 a été synthétisée à partir de la spermine. Plus en détails, la 
tétrakis(mésitylsulfonyl)spermine 2, préparée à partir de la spermine, a été bisalkylée pour 
former le composé 3. Après déprotection totale de l’intermédiaire 3 en milieu acide, les deux 
fonctions alcool du produit brut bis (C4-OH) spermine tétrahydrobromure 4 ont été 
protégées   par   de   l’anhydride   trifluoroacétique   dans   la   pyridine. Ensuite, les deux esters 
terminaux formés ont été hydrolysés en conditions neutres pour donner le diol 5. La 
monotritylation de 6 a été réalisée statistiquement en utilisant un équivalent molaire de 
chlorure de diméthoxytrytile (DMT-Cl) pour donner le composé 7 avec 43% de rendement. 
Le diol 6 n’ayant   pas   réagi   et   le   composé  bis-tritylé ont été récupérés et ré-équilibrés en 
conditions légèrement acides (TFA dans le dichlorométhane) pour obtenir 7. Enfin, la 
phosphitylation de 7 a  permis  d’obtenir  la phosphoramidite 1 (notée Z dans la suite) désirée. 
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B. LES CONJUGUES OLIGONUCLEOTIDE-SPERMINE CATIONIQUES. 
 

Le développement du synthon spermine phosphoramidite et son couplage sur un 
oligonucléotide   de   façon   automatisée   rend   l’accès   aux   oligonucléotides   cationiques   très  
simple.   Etant   donné   que   l’élongation   de   l’oligonucléotide   cationique   s’effectue sur un 
synthétiseur  automatique  sur  support  solide,  il  est  possible  de  greffer  le  nombre  d’unités  de  
spermine  souhaitées.  C’est  ce  nombre  variable  d’unités  de  spermine  qui  va  déterminer   les  
propriétés   de   l’oligonucléotide   qui   les   porte.   L’oligonucléotide est naturellement chargé 
négativement de par ses liaisons phosphates.  

Si  quelques  unités  spermines  cationiques  sont  greffées  sur  l’oligonucléotide,  c'est-à-dire que 
le  nombre  d’amines  apporté  par  les  spermines  reste  bien  inférieur  à  celui  des  phosphates de 
l’oligonucléotide,  alors  ce  dernier  aura  toujours  une  charge  globale  négative.  Dans  ce  cas,  on  
s’attend  à  ce  que   les  charges  positives  apportées  diminuent   les  répulsions  électrostatiques  
lors  d’une  hybridation  avec  une  séquence  complémentaire.  On  s’attend  alors  à  augmenter  
les  cinétiques  et  affinités  de  brins  complémentaires  sans  affecter  la  spécificité  d’hybridation.  
Une fois hybridé, on attend également une stabilisation du duplexe formé. Les conjugués 
oligonucléotide-spermine de charge globale négative trouvent leurs applications en biologie 
moléculaire  pour  l’hybridation  et  la  PCR  (Figure 51).  

En   revanche,   lorsqu’un   grand   nombre   d’unités   cationiques   de   spermine   est   greffé   sur  
l’oligonucléotide,   c'est-à-dire que le nombre d’amines   apporté par les spermines est bien 
supérieur à   celui   des   phosphates   de   l’oligonucléotide,   alors il aura une charge globale 
positive.  Ce  conjugué  aura  donc   la  capacité  d’interagir  par   liaison  électrostatique  avec  des  
polyanions. Ainsi, ces conjugués de charge globale positive peuvent potentiellement 
interagir avec les nombreux composants polyanioniques (comme beaucoup de 
protéoglycanes) des membranes cellulaires. Cette propriété est exploitable pour faire 
pénétrer ces conjugués dans des cellules et trouvent une application potentielle dans le 
domaine  de  la  thérapie  à  base  d’oligonucléotides.     

 

Il  est  également  possible  de  produire  des  conjugués  de  charge  globale  neutre,  c’est  à  dire  
qu’il   y   a   autant   d’amines   apportées par les spermines que les phosphates de 
l’oligonucléotide. La conséquence de ce caractère neutre est la génération de matériel inerte 
et  insoluble.  L’utilisation  de  ce  type  de  conjugué  n’a  donc pas été exploitée. 
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Figure 51 : Applications des oligonucléotides cationiques selon leur charge globale. 

 

Il est possible de coupler des unités cationiques de spermine aussi bien sur un 
oligonucléotide   ADN   qu’ARN.   Quatre   à   6   unités   de   spermine   seront   couplées   sur   un  
oligonucléotide   ADN,   d’environ 20-mère,  pour les applications en biologie moléculaire, 
tandis que 25 à 30 unités de spermine seront couplées sur un ARN interférent, environ 40-
mère, pour les applications en thérapie.  

 

1. Les conjugués oligodésoxyribonucléotide-spermine négatifs. 
 

Les conjugués oligodésoxyribonucléotide-spermine, de charge globale négative, sont dédiés 
principalement aux applications de biologie moléculaire et PCR. Ces conjugués de 15-20-
mères portent en général de 4 à 6 unités cationiques et sont donc de charge globale 
négative. Cependant, au Laboratoire des essais ont été réalisés sur de courts 
oligonucléotides   sur   lesquels  a  été  greffé  un  nombre  croissant  d’unités  cationiques   faisant  
passer ainsi la charge globale du conjugué de négative à positive. 

Les premiers résultats obtenus ont montré que pour 6 unités de spermine couplées sur un 
oligonucléotide 10-mère il y a une moyenne de 2,5 amines protonées par spermine (Pons et 
al. 2006). Il a aussi été montré que grâce aux unités cationiques de spermine il était possible 
d’obtenir  une  température  de  fusion  d’environ  60-70°C pour un oligonucléotide court de 8-
12-mère, ce qui présente un avantage important pour une utilisation en PCR quantitative 
multiplexe.   Chaque   unité   de   spermine   permet   d’augmenter   la   Tm   de   4   à   7°C   par   unité  
conjuguée pour un oligonucléotide 8-12-mère (Noir et al. 2008). En revanche, il a été 
constaté  que  l’influence  de  chaque  unité  de  spermine  sur  la  température  de  fusion  diminuait  
avec  l’augmentation  de  la  longueur  de  l’oligonucléotide  sur  lequel  elles  sont  greffées.  Cette  
diminution a été  modélisée  par  l’équation  ΔTm/sper=36/ (m-3.2), ce qui signifie que pour un 
oligonucléotide de 20-mère,   la   Tm  augmente  d’environ  2°C  par  unité  de   spermine  greffée  
(Figure 52). Ces résultats ont permis de montrer que les oligospermines peuvent neutraliser 
les charges négatives des phosphates sur le simple brin, ce qui favorise la formation du 
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duplexe avec le brin complémentaire en diminuant les répulsions électrostatiques y compris 
pour un déca-mère dans des concentrations physiologiques en sel (150 mM NaCl). 

 

Figure 52 : Effet du nombre de spermines greffées sur la Tm en fonction de la longueur de l'oligonucléotide. 

 

2. Les conjugués oligoribonucléotide-spermine positifs. 
 

En 2009, au Laboratoire a été effectuée la preuve de concept  qui  montre  l’activité  biologique  
des conjugués oligonucléotide-spermine (Nothisen et al. 2009). Le concept est 
essentiellement démontré à partir des deux conclusions suivantes. 

Les conjugués oligonucléotide-spermine pénètrent seuls dans les cellules animales en 
culture sans agent de transfection. 

Dans un premier temps, la pénétration de conjugués ADN-spermine  fluorescents  (3’-(ADN)19 

(spermine)18-FAM-5’)   dans   des   cellules   Hela a été constatée. Après 4 h d’incubation   les  
conjugués fluorescents sont observés dans les cellules, plus précisément dans les vésicules, 
dans le cytoplasme ainsi que dans le noyau (Figure 53 a).  Pour  déterminer  l’influence  du  ratio  
amine/phosphate (N/P), déterminé par le nombre de spermines greffées et la longueur de 
l’oligonucléotide,   sur   l’entrée des conjugués fluorescents dans la cellule, une série de 
conjugués ADN de 12-mère avec  un  nombre  croissant  d’unités  cationiques  de  spermine  (0,  2,  
5, 8, 11) a été synthétisée. Les conjugués ADN avec seulement 2 unités de spermine 
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(globalement négatifs) ont une distribution cellulaire comparable aux conjugués sans 
spermine   après   24   h   d’incubation   à   une   concentration   de   5   µM.   Les   différences   de  
distribution entre  l’oligonucléotide  contrôle  sans  spermine  commencent  à  être  significatives  
pour   les   conjugués   portant   5   spermines   pour   des   temps   d’incubation   plus   courts   et   des  
concentrations plus faibles (Figure 53 b). La distribution et la pénétration intracellulaire la plus 
significative a été observée pour les conjugués portant 11 unités de spermine (globalement 
positifs) montrant la localisation des conjugués dans le cytoplasme (Figure 53 c). 

Ces observations ont montré que les conjugués oligonucléotide-spermine de type ADN et de 
charges globales positives sont capables de pénétrer dans des cellules animales en culture à 
des concentrations de 2 µM en absence de sérum et sans agent de transfection. Des 
conjugués oligonucléotide-spermine mais de charge globale négative pénètrent très peu 
dans les cellules. Enfin, les oligonucléotides non conjugués sans unité cationique spermine 
ne rentrent pas dans les cellules. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les siRNAs cationiques induisent l’ARN  interférence  in vitro quand ils sont incubés avec les 
cellules en absence de sérum. 

Des conjugués ARN-spermine ont été synthétisés, en utilisant le brin sens du siRNA dirigé 
contre le gène de la luciférase. Les spermines (de 20 à 40 unités) ont été greffées en postion 
5’  du  brin  sens  puis  les  duplexes  de  siRNAs ont été formés. Les cellules A549-Luc exprimant 
stablement le gène de la luciférase ont été utilisées comme modèle in vitro. Les siRNAs 
cationiques   spécifiques   sont   capables   d’éteindre   l’expression   du   gène   luciférase   avec   une  
efficacité   dépendante   de   la   concentration.   L’extinction   est   de   l’ordre   de   90%   pour   une  
concentration de 400 nM (Figure 54). Cette activité est comparable à celle obtenue avec de 
siRNAs standards vectorisés par un lipide cationique commercial (INTERFERin®, Polyplus-

Figure 53 : Distribution intracellulaire d'oligonucléotides fluorescents ADN-
spermines. a) oligonucléotide :  3’- (ADN)19(spermine)18-FAM -5’à  2  µM  incubé  4 h ; 
b) oligonucléotide :   3’- (ADN)12(spermine)5-FAM -5’à   2   µM   incubé   4   h ; c) 
oligonucléotide :   3’- (ADN)12(spermine)11-FAM -5’à   2   µM   incubé   0,5   h.   D’après  
Nothisen et al., 2009. 
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transfection).   A   des   concentrations   identiques,   les   siRNAs   standard   non   vectorisés   n’ont  
aucun effet car ils ne pénètrent pas dans les cellules. Les siRNAs cationiques non spécifiques 
à  400  nM  n’ont  aucun  effet  sur  le  gène  cible. 

 

Figure 54 : Extinction du gène de la luciférase dans les cellules A549Luc en utilisant des conjugués siRNAs 
cationiques.  L’extinction  du  gène  cible  augmente  avec   la   concentration  (barres  rouges)  et   le  nombre  d’unités  
cationiques  de  spermine  greffées  sur  l’oligonucléotide  ARN  (barres  vertes).  Les  barres  grises  sont  les  contrôles  
positifs et négatifs.  D’après  Nothisen  et  al, 2009. 

 

C. NOTRE PROJET. 
 

Comme   je   l’ai   brièvement décrit précédemment, les travaux antérieurs à cette thèse ont 
clairement  montré  l’intérêt  de  greffer  une  queue  polycationique  sur  un  oligonucléotide.  Les  
premiers résultats des études thermodynamiques ont montré que les unités spermines 
cationiques permettent de diminuer les répulsions électrostatiques favorisant ainsi la 
formation du duplexe. Dans la continuité de ces études, nous avons développé deux axes de 
recherches au cours de cette thèse.  

Le premier axe a été dédié au domaine du diagnostic. Notre travail a consisté à démontrer 
l’intérêt   des   conjugués   oligonucléotides-oligospermine pour leur utilisation en PCR. Les 
conjugués oligonucléotide-oligospermine   utilisés   pour   le   domaine   d’application   du  
diagnostic sont de charge globale négative, nous les avons nommés ZNA pour « Zip Nucleic 
Acid ». Lors de cette thèse, le but a été de démontrer que les amorces ZNA utilisées en PCR 
et en RT-qPCR  permettaient  d’augmenter  la  vitesse  d’hybridation  tout  en  restant  spécifiques 
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de la séquence cible. Les amorces ZNA ont été comparées aux autres modifications 
chimiques   permettant   d’améliorer   la   vitesse   d’hybridation   des   amorces.   Des   essais   ont  
également  été  réalisés  pour  évaluer  l’efficacité  et  la  spécificité  des  sondes  d’hydrolyse  ZNA  
doublement marquées en PCR. 

Le second   axe   de   recherche   de   cette   thèse   concernait   le   domaine   d’application  
thérapeutique par la voie ARN interférence de nos conjugués oligonucléotide-oligospermine. 
Pour   ce   domaine   d’application   les   conjugués   ARN   avec   une   queue   polycationique   de  
spermines sont de charge globale positive et nous les avons nommés SIRNAPLUS Nos 
travaux  ont  consisté  à  étudier  l’activité  in vitro puis in vivo des SIRNAPLUS, plus précisément 
à  montrer  l’influence  de  la  charge  globale  sur  l’activité  biologique.  Des  essais  ont  également 
été effectués pour montrer la résistance des SIRNAPLUS en présence de sérum. Nous avons 
également montré que les SIRNAPLUS sont complètement solubles  et  à  l’état  moléculaire  en  
solution. 

Pour pouvoir réaliser ces essais biologiques,   l’essentiel  de  mon travail de thèse a été dédié 
au développement de la synthèse et de la purification de ces conjugués oligonucléotide-
oligospermine.   J’ai   effectué   des   tests   visant   à   améliorer   les   rendements   de   synthèse,   la  
purification et la caractérisation des SIRNAPLUS, le  but  majeur  était  d’obtenir  des  conditions  
de   synthèse  qui  permettent  d’obtenir  des  SIRNAPLUS monodisperses,  en grande quantité 
pour les études in vivo.  Aussi,  pour  nous  l’attrait  majeur  d’utiliser  les  SIRNAPLUS in vivo, est 
que contrairement aux complexes cationiques « classiques » utilisés pour transfecter les 
siRNAs sous la forme de particules, les SIRNAPLUS eux sont censés former des molécules qui 
auront  l’avantage  de  leur  petite  taille  pour  mieux  diffuser  dans  les  tissus.  Nous  avons  donc  
évalué la taille de siRNA en solution par microscopie et « Dynamic Light Scattering ». 
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CHAPITRE 4 : LES CONJUGUES OLIGONUCLEOTIDE-SPERMINE EN 
BIOLOGIE MOLECULAIRE. 
 

A. INTRODUCTION. 
 

Les études physico-chimiques des conjugués oligodésoxyribonucléotide-spermine, 
mentionnées dans le Chapitre 3,  ont  montré  qu’ils  forment  des  duplexes  avec  une  séquence  
complémentaire   d’une   très   grande   stabilité.   Ils   sont   également   capables   de   remplacer   de  
façon   strictement   complémentaire   le   brin   d’un   duplexe   naturel,   la   partie   oligocationique 
ajoutée   à   l’extrémité   de   l’oligonucléotide   spécifique   n’interférant   pas   avec   la   capacité  
d’hybridation   sélective.  Ces  ZNAs   forment  des  duplexes   caractérisés  par  des   températures  
de fusion (Tm) augmentées par rapport aux mêmes duplexes non cationiques et dont la Tm 
est prédictible en fonction de la séquence, de la longueur et du nombre de spermines 
greffées (Figure 55). Ces propriétés en font donc potentiellement des outils plus puissants 
pour   l’hybridation   moléculaire des acides nucléiques que les oligonucléotides utilisés 
actuellement,   sans   perte   de   la   sélectivité   d’hybridation.   La   partie   oligocationique   des  
conjugués offre également des possibilités de greffage chimique de marqueurs 
(fluorophores, chromophores, biotine, ...) via les fonctions amines, ou encore de fixation à 
des supports. 

Dans  ce  contexte,  notre  objectif  a  été  de  démontrer  le  potentiel  des  ZNAs  pour  l’hybridation  
moléculaire   d’acides   nucléiques   et   de   valider   leurs   applications   dans   les   technologies 
d’amplification  d’acides  nucléiques  (PCR  et  techniques  dérivées). 

 

 

Figure 55 : Schéma d'hybridation des ZNAs. A : Le conjugué ZNA avec son domaine cationique (en orange) ; B : 
Le ZNA attiré par le brin ADN glisse le long pour chercher sa séquence cible ; C : Le ZNA reconnait sa séquence 
cible ; D :  Une  fois  reconnu  le  ZNA  s’hybride  à  sa  séquence  cible  et  l’hybridation  est  stabilisée. 

Pour cela, nous avons synthétisé des  amorces  et  des  sondes  d’hydrolyse modifiées ZNA pour 
la PCR. Dans ce chapitre, je présenterai la synthèse des ZNAs, leur purification et les 
techniques analytiques utilisées pour les caractériser. Etant donné les conditions de 
température élevée en PCR, nous avons étudié également la stabilité chimique des ZNAs. 
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Ces études ont révélé une possible instabilité des ZNAs à haute température, ce qui nous a 
conduit  à  développer  un  synthon  phosphoramidite  plus  stable.  Enfin,  l’application  des  ZNAs  
en PCR sera décrite et discutée au travers des deux articles publiés dans le journal « Nucleic 
Acid Research ». 

B. LA CHIMIE DES CONJUGUES OLIGONUCLEOTIDE-SPERMINE. 
 

1. Synthèse, déprotection et purification des conjugués ARN-
oligospermine. 

 

Depuis   la   démocratisation   des   synthétiseurs   automatiques   d’oligonucléotides   dans   les  
années 1990, il est plus aisé de  réaliser  la  synthèse  d’oligonucléotides  directement  dans  les  
laboratoires. 

La chimie des phosphoramidites utilisée pour le couplage des nucléotides est très efficace et 
permet  en  routine  d’obtenir  des  rendements  de  couplage  supérieurs à 99% pour les amidites 
ADN et supérieurs à 98% pour les amidites ARN. Au Laboratoire, le synthon spermine 
phosphoramidite a été développé pour y être introduit dans la chimie automatisée des 
oligonucléotides et ainsi pour pouvoir être ajouté à façon à une  séquence  d’oligonucléotide.   

Les ZNAs sont des oligonucléotides ADN sur lesquels sont greffés 4 à 6 unités de spermine. 
Leur synthèse se fait en suivant le cycle standard de synthèse des phosphoramidites (Figure 
56). Dans un premier temps, la partie ADN est élonguée (15-25-mère), puis ensuite sont 
ajoutées les spermines. La synthèse de la partie oligonucléotidique des ZNAs se fait sans 
difficulté majeure, seule  l’élongation  avec  des  spermines  peut  être  plus  compliquée.    

Etant donné que les bases ADN sont ajoutées avec un rendement de couplage proche de 
99% à chaque étape, la pureté finale des conjugués ZNAs est directement liée au rendement 
de couplage des quelques unités de spermine finales. Pour les unités de spermine les 
rendements de couplage étaient compris entre 93 et 96%, ce qui représente un faible 
rendement   de   couplage.   Cependant,   l’objectif   était   d’introduire   un faible nombre de 
spermines par  oligonucléotide  car  dans  le  cas  de  l’application  visée, les oligonucléotides ne 
sont  pas  longs  et  d’après  les  études  de  Tm,  un  faible  nombre  de  spermines  est  suffisant  pour  
obtenir une augmentation significative de leur Tm. Nous avons donc considéré ce 
rendement de couplage suffisant, car le conjugué attendu serait ensuite purifié avant son 
utilisation.  
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Figure 56 : Cycle  d’introduction  de  la  spermine  phosphoramidite  sur  un  oligonucléotide. 

 

Après  leur  synthèse,  les  ZNAs  sont  clivés  de  leur  support  solide  en  même  temps  qu’ils  sont  
déprotégés. Habituellement, les protections des nucléobases des amidites (Figure 57) 
standard peuvent être clivées en chauffant les oligonucléotides pendant 16 h à 55°C dans de 
l’ammoniaque  concentrée.  Pour  éviter  de  soumettre   la  spermine aux conditions drastiques 
de la déprotection des nucléobases standard, nous avons utilisé des amidites portant des 
nucléobases avec des protections dites « UltraMild » (Figure 57). Les protections « UltraMild » 
sont beaucoup  moins  utilisées  mais  elles  permettent  d’employer  des  conditions  plus  douces  
de déprotection. Habituellement, une incubation de 2 h à température ambiante dans de 
l’ammoniaque   concentrée   est   suffisante   pour   déprotéger   un   oligonucléotide   de   type  
« UltraMild ». Cependant, dans le cas des ZNAs, une nuit à température ambiante est 
nécessaire pour déprotéger à la fois les nucléobases et les unités spermines.  
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Figure 57 : Amidites standard et amidites "UltraMild". Il faut 8 h à 65°C dans NH4OH pour déprotéger les 
nucléobases des amidites standard. Il faut 2 h à température ambiante pour déprotéger les nucléobases des 
amidites «UltraMild». Les conditions de déprotection «UltraMild» sont beaucoup plus douces.  

 

 

Après avoir clivé les ZNAs de leur support solide, ils sont purifiés rapidement sur des 
cartouches commerciales en phase inverse C18 PolyPack II (Glen Research). La purification 
sur cartouche de C18 est basée des interactions hydrophobes entre le groupement 
protecteur hydrophobe diméthoxytrityle (DMT) et la phase inverse C18. En effet une fois que 
le ZNA est accroché à la phase inverse, ce dernier terminé avec un DMT peut être séparé des 
avortons de synthèse par simple rinçage. Les ZNAs sont ensuite décrochés de la phase 
inverse en clivant le groupement DMT final pour être ensuite élués et collectés. La 
purification sur cartouche C18 prend  environ  20  min  et  elle  permet  d’obtenir  des  ZNAs  avec  
une pureté d’environ 80% mais qui ne nuit pas à leur utilisation en PCR. 

Nous allons voir dans le chapitre suivant que lorsque les conjugués oligonucléotide-
oligospermine sont utilisés pour leur application en thérapie, leur purification est beaucoup 
moins simple puisque nous avons à travailler avec des conjugués, de charge globale positive, 
beaucoup  plus  longs  et  donc  beaucoup  plus  polydisperses.  Dans  ce  cas  la  pureté  finale  n’est  
plus  uniquement  due  à   la  purification  finale  des  conjugués  mais  également  à   l’efficacité  de  
couplage des unités de spermine phosphoramidite. 

 

 

2. Analyses des conjugués oligonucléotide-oligospermine. 
 

Les premières tentatives effectuées au laboratoire pour analyser les ZNAs en HPLC sur une 
colonne de phase inverse (RP-HPLC)  n’ont  pas  été  concluants.  Les  résultats  ont  montré  qu’il  
n’était  pas  possible  d’éluer  des  ZNAs qui portaient plus de deux unités de spermine. Nous 
nous sommes donc tourné vers l’utilisation   d’une   colonne   échangeuse   d’anion   (IEX-HPLC) 
dont la séparation est basée sur les interactions entre les charges négatives des 
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groupements phosphates des oligonucléotides et les charges positives des groupements 
ammoniums quaternaires portés par la colonne. 

Les ZNAs sont des zwitterions, c'est-à-dire   qu’ils   sont   à   la   fois   chargés   positivement   et  
négativement.  Pour  pouvoir  les  analyser  sur  une  colonne  échangeuse  d’anions il faut que les 
charges positives soient masquées pour éviter les répulsions avec les charges positives de la 
colonne.  Pour  cela  nous  nous  sommes  placés  dans  des  conditions  d’analyse  basique  proches 
de pH=11 pour pouvoir éteindre au maximum les charges positives de la partie cationique. 
Les ZNAs sont élués avec un gradient en chlorure de sodium 1 M.  

Les  essais  ont  montré  qu’il   était  possible  d’analyser   les  ZNAs   sur  une  colonne  échangeuse  
d’anions,  mais  nous  avons  remarqué  que  le  comportement  des  ZNAs  sur   la  colonne  n’était  
pas   en   adéquation   avec   la   théorie.   En   effet,   si   l’on   part   du   principe   qu’à   chaque   unité  
spermine   ajoutée   on   additionne   sur   l’oligonucléotide   un   groupement   phosphate   chargé  
négativement, alors le temps de rétention doit augmenter avec   le   nombre   d’unités   de  
spermine   ajouté   sur   l’oligonucléotide   (Figure 58 A), dans les conditions où les amines de la 
spermine  ne  sont  pas  chargées.  Cependant  c’est  l’inverse  qui  est  observé,  plus  on  ajoute  de  
spermines et plus le temps de rétention diminue (Figure 58 B). Notre hypothèse est que 
l’encombrement  stérique   induit  par   les  unités  de  spermine  réduit   les   interactions   ioniques  
avec la colonne et diminue le temps de rétention. 

 

Figure 58 : Analyse-purification et comportement des conjugués oligonucléotide-oligospermine en IEX-HPLC. 
A : comportement des oligonucléotides (ODN) et des ZNAs en IEX-HPLC : en théorie le temps de rétention des 
ZNAs doit augmenter quand le nombre de spermines greffées augmente mais en pratique il se produit 
l’inverse.  B : Plus on ajoute de spermines sur un oligonucléotide ADN de 22-mère et plus le temps de rétention 
diminue. 

 

Comme indiqué précédemment, dans la pratique les cartouches C18 PolyPack II permettent 
l’élimination  des  impuretés  majeures  (Figure 59 a et b). Cependant, on remarque en comparant 
les   chromatogrammes   d’un   ZNA   de   séquence   Z4ADN17 brut   et   d’un   ZNA   de   séquence  
Z4ADN17 purifié que le pic correspondant à une impureté majeure disparait sur le 
chromatogramme du composé pur. Cependant la pureté obtenue pour le ZNA est proche de 
80%, et le chromatogramme montre la présence d‘impuretés au pied du pic principal 
correspondant au ZNA totalement élongué. Ces impuretés ne peuvent pas être éliminées en 
purifiant les ZNAs sur cartouche de C18, mais nous avons décidé que ce degré de pureté était 
suffisant   pour   l’utilisation   des   ZNAs   en   PCR car il est similaire au degré de pureté des 
oligonucléotides commerciaux utilisés dans ce domaine. 
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Pour être certain de la séquence des ZNAs produits, nous les analysons soit par 
spectrométrie de masse Esi-Tof ou Maldi-Tof  en  utilisant  l’acide  hydroxypicolinique  comme  
matrice (Figure 59 c). Les spectres de masses des ZNAs nous ont également permis de mettre 
en  évidence  la  présence  d’adduits  cyanoéthyles sur les conjugués. Ces adduits sont issus des 
groupements protecteurs des phosphates, qui une fois libérés lors de la déprotection  en 
milieu basique, viennent réagir préférentiellement sur les amines des thymines et 
potentiellement sur les spermines. Pour limiter la présence de ces adduits nous avons essayé 
d’introduire  des  «scavengers»  dans  la  solution  de  déprotection  tel  que  le  nitrométhane (3% 
nitrométhane dans NH4OH), ou encore le diéthylmalonate (3% diéthylmalonate/15% éthanol 
dans NH4OH).  Mais  c’est   finalement   le  traitement  avec  de   la  diéthylamine  des  ZNAs  sur   le  
support  solide  avant  de   les  décrocher  qui   s’est   révélé  être   la   solution la plus efficace pour 
éviter   la   formation   d’adduits   cyanoéthyles.   Les   ZNAs   sont   donc   traités   directement   sur   le  
support   solide   avec   une   solution  de  diéthyleamine   à  20%  dans   de   l’acétonitrile   durant  20  
min en flux continu. 

 

Figure 59 : Analyses  d’amorces  de  PCR  Z4 ADN17. Conditions HPLC : éluant A : NH4OH 0,1 M + 10%  ACN ; éluant 
B : A + NaCl 1 M, 35°C, 0 à 100% de B en 23 min, colonne DNAPac PA 100 ; a) analyse du conjugué Z4 ADN17 
brut ; b) analyse du conjugué Z4ADN17 purifié ; c) analyse Maldi-Tof, avec l’acide  hydroxypicolinique utilisé 
comme matrice. 

 

3. Etude de stabilité des ZNAs. 
 

Les   ZNAs   comportent   peu   d’unités   cationiques   et   visent   principalement   à   être   utilisés  
comme amorces de PCR. La réaction de polymérase en chaine (PCR) consiste à amplifier 
quelques  copies  d’un  brin  d’ADN  en  millions  de  copies.  Pour  cela,  comme  il  est  décrit  dans  le  
premier  chapitre,  des  cycles  de  chauffage  de  l’échantillon  sont  effectués  pour  permettre  la  
séparation des brins de la double hélice et permettre leur réplication par la polymérase en 
présence   d’amorces.   Ces   cycles   de   chauffage   consécutifs   peuvent   avoir   un   effet   sur   la 
stabilité chimique de nos amorces ZNAs. Des essais ont été réalisés pour évaluer leur 
stabilité dans les conditions de PCR, les amorces ZNAs ont été incubées durant 90 min à 90°C 
dans du tampon Tris-EDTA (10 mM ; 1 mM) à pH=8. Les chromatogrammes montrent que 
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pour une amorce de 23 nucléotides sur laquelle sont greffées 5 unités de spermine, aucune 
dégradation  n’apparaît  après une incubation de 90 min (Figure 60 A).  Lors  d’un  cycle  de  PCR  
un plateau de température à 90°C est nécessaire à la séparation des duplexes, il ne dure que 
20  s  au  maximum.  Pour  une  réaction  d’amplification, ce plateau de température est atteint 
entre  25  et  35  fois.  Cela  signifie  donc  qu’il  est  possible  d’effectuer  au  moins  270  cycles  avec  
des plateaux de 20 s à 90°C avec une amorce ZNA. Nous montrons donc ainsi que les ZNAs 
sont stables dans les conditions de PCR. 

Nous avons rencontré plusieurs fois des problèmes de remise en solution de nos conjugués 
ZNA dans l’H2O RNase free après leur concentration à sec au «speed-vac». Les ZNAs 
n’étaient  pas   totalement   solubles  dans   l’eau,   nous  avons  donc  dû   les   reprendre  dans  une 
solution   aqueuse   d’ammoniaque   à   50   mM,   nous   avons   ensuite   vérifié leur stabilité dans 
cette dernière solution de reprise. 

Pour cela, un ZNA composé de 23 bases ADN et de 3 unités de spermine a été incubé dans 
une  solution  aqueuse  d’ammoniaque  à  50  mM  durant 90 min à 90°C. Les résultats montrent 
qu’un  début  de  dégradation  apparait  après  30  min  d’incubation,  ce  qui  prouve  que  les  ZNAs  
se dégradent partiellement en milieu basique (Figure 60 B). Reprendre et stocker les ZNA dans 
une solution de NH4OH 50 mM ne semble donc pas être la solution idéale, mais en 
procédant ainsi, il  est  possible  de  solubiliser  totalement  les  ZNAs  à  condition  qu’ils  soient  mis  
en solution juste avant leur utilisation. Une des solutions envisagée était de reprendre les 
ZNAs dans NH4OH 50 mM puis de les diluer dans du tampon TE à pH = 7.4 (Tris 0,01 M ; 
EDTA 0,001 M) pour pouvoir les conserver plus longtemps à -20°C. 
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Figure 60 : Etude de stabilité des amorces PCR dans les conditions extrêmes de température de PCR. A : 
incubation dans du Tris-EDTA (10/1 mM), pH=8 à 90°C ; B : incubation dans NH4OH 50 mM (solution de reprise 
des ZNA après lyophilisation) à 90°C. 

Lors  des   essais   de   stabilité  des   ZNAs  dans   l’ammoniaque  50  mM  nous avons observé une 
dégradation  qui   se  manifeste  sur   les  chromatogrammes  par   l’apparition  de  pics  dédoublés  
qui   s’accentue   avec   le   temps   (Figure 60 B). Si on considère les chromatogrammes de 
l’oligonucléotide  Z3ADN23 qui comporte seulement 3 spermines on remarque qu’après 1 h 30 
min  d’incubation,  5  pics  apparaissent  avec  des  temps  de  rétention  supérieur  à  celui  du  pic  
majoritaire. Théoriquement, si les unités de spermine se sont dégradées, nous sommes 
censés avoir trois pics après le pic majoritaire : le pic du conjugué sans spermine Z0 avec le 
temps de rétention le plus élevé, ainsi que les deux pics intermédiaires des conjugués avec 
une et deux spermines Z1 et Z2. 

Notre hypothèse, pour expliquer que les pics des composés Z1 et Z2 sont dédoublés, est que 
la  dégradation  des  unités  de  spermine  se  fait  de  part  et  d’autre  du  groupement  phosphate  
des liens inter-spermine. Par conséquent, statistiquement le groupement phosphate a 
autant de chance de rester accroché au conjugué que  d’en  être  clivé.  C’est  pour  cette  raison  
que les pics des composés issus de la dégradation Z1 et Z2 sont dédoublés. Celui des 2 pics 
qui a le plus grand temps de rétention, correspond au pic du conjugué dont le groupement 
phosphate provenant de la phosphospermine est encore accroché. 
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Pour illustrer ce phénomène de pics dédoublés lié à la dégradation, nous avons étudié la 
stabilité  d’un  conjugué  oligonucléotide-oligospermine modèle Z10T10 en milieu basique. Nous 
avons choisi ce conjugué modèle, car les thymines  n’ont  pas  de  groupements  protecteurs  à  
déprotéger et que par conséquent, les essais de stabilité réalisés permettent de se focaliser 
sur la partie oligospermine du conjugué modèle. 

Le conjugué Z10T10 a  été  incubé  dans  de  l’ammoniaque  concentré  à  65°C pendant 6,5 h. Les 
chromatogrammes de la solution de déprotection aux temps 30 min, 1 h, 5 h et 6,5 h 
d’incubation  montrent  que  la  dégradation  des  unités  de  spermine  augmente  avec  le  temps  
d’incubation   et   devient   très   importante   après   1   h   d’incubation   (Figure 61 A). On observe 
également sur ces chromatogrammes que les pics des composés issus de la dégradation 
correspondants aux composés Z1T10 à Z5T10 sont dédoublés, ce qui semble étayer l’hypothèse 
que le clivage des unités  de  spermine  se  fait  de  part  et  d’autre  du  groupement  phosphate.  
On remarque également que la colonne  échangeuse  d’anions  perd   sa   résolution  quand   le  
conjugué contient plus de 5 spermines, les doubles pics ne sont plus résolus. La colonne perd 
complètement son pouvoir résolutif pour les conjugués portant 9 et 10 spermines. 

La  dégradation  des  unités  de  spermine  a  également  été  observée  sur  gel  d’électrophorèse  
(Figure 61 B).  Une  sonde  d’hydrolyse  ZNA  portant  une  séquence constituée, de bases ADN, de 
quelques  unités  de  spermine,  d’un  fluorophore  et  d’un  « quencher » : FAM-Z4-ADN22-BHQ1 
(FAM : fluorescéine ; BHQ1 : Black Hole Quencher 1) a été incubée dans une solution de Tris 
à 50 mM à 65°C à différents pH. Les résultats montrent que la dégradation se fait en fonction 
du temps et du pH (Figure 61 B).  

Les bandes des sondes ZNAs incubées 4 h à 65°C de pH 7,5 à 10,2 ne montrent aucune 
dégradation, en comparaison aux bandes contrôles des sondes non incubées. En revanche, 
lorsque les sondes ZNAs sont incubées durant 1 journée à 65°C, à des pH de 8,6, 9 et 10,2, 
une multitude de bandes en dessous de la bande principale sont observées ce qui révèle une 
dégradation.  

Les   sondes   d’hydrolyses   FAM-Z4-ADN22-BHQ1 ne sont pas stables dans le temps à pH 
basique, les chromatogrammes des conjugués oligonucléotide-oligospermine Z10T10 incubés 
dans des conditions basiques montrent que les pics des produits de dégradation sont 
dédoublés et notre hypothèse est que la dégradation des unités de phosphospermine se fait 
de  part  et  d’autre  du  groupement  phosphate  de  la  spermine.   
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Figure 61 : Etude de la stabilité des amorces de PCR ZNA dans les conditions de déprotection rapide 
«UltraMild». A : le ZNA Z10T10 est incubé 1 h à température ambiante dans NH4OH concentré pour être clivé du 
support solide puis il est incubé 30 min, 1 h, 5 h ou 6,5 h dans NH4OH à 65°C. Le dédoublement des pics montre 
une dégradation des unités de spermine. La dégradation   devient   importante   après   1   h   d’incubation  
(chromatogramme vert). B :   Etude   de   stabilité   des   sondes   d’hydrolyse   ZNA   en   fonction   du   pH   et   du   temps  
d’incubation.   Lorsque   les   sondes   sont   incubées   pendant   une   journée   à   65°C   aux   pH   8,6,   9 et 10,2, elles se 
dégradent. 

 

4. Stabilité et structure du synthon spermine. 
 

L’enchaînement   des   unités   de   phosphospermine   greffées   sur   l’oligonucléotide   forme des 
structures  qui  sont  symétriques  de  part  et  d’autre  du  groupement  phosphate  inter-spermine 
qui les relie (Figure 62).  De  part  et  d’autre  de  ce  groupement  phosphate  se  trouve  un  motif  
butylamine.   Les   chromatogrammes  de   l’étude  de   stabilité  précédente   suggère   l’hypothèse  
que la dégradation des unités spermines induit une coupure de part   et   d’autre   du  
groupement phosphate.  
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Figure 62 : Structure symétrique du lien phosphate inter-spermine. 

 

Wilk et ses collègues ont montré que le groupement 4-[N-méthyl-N-(2,2,2-
trifluoroacetyl)amino]butyle pouvait être utilisé comme alternative au groupement 
protecteur cyanoéthyle des liens phosphates (Figure 63 A). Le nouveau groupement utilisé 
comporte également 4 atomes de carbone entre l’oxygène  du  groupement  phosphate  et   le 
groupe   amino  protégé   sous   forme  TFA.   La  déprotection  du   lien   phosphodiester   s’effectue  
avec  de   l’ammoniaque  concentrée  pendant  2  h  à  25°C.  Le  groupement   trifluoroacétyle  est  
clivé en présence de NH4OH pour former le composé trifluoroacétamide (H2NCOCF3) et 
exposant ainsi une fonction amine secondaire. Ensuite le proton acide en position α de 
l’oxygène  du  phosphotriester   est   arraché  pour  permettre   l’attaque  nucléophile  de   l’amine  
secondaire induisant le clivage du groupement protecteur et permettant la formation de la 
1-méthyl pyrrolydine. 

Nous   pensons   que   ce   mécanisme   de   dégradation   peut   s’appliquer   à   nos   conjugués  
oligonucléotide-oligospermine  de  part  et  d’autre  du  lien  phosphate  inter-spermine (Figure 63 
B).   Ce  mécanisme   permettrait   donc   d’expliquer   notre   hypothèse   sur   la   dégradation   de   la  
partie oligospermine de nos ZNAs dans des conditions basiques et à hautes températures. 
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Figure 63 : Mécanisme   proposé   de   dégradation   de   l’oligophosphospermine. A : mécanisme permettant la 
déprotection du lien phosphate protégé par le groupement 4-[N-Méthyl-N-(2,2,2-trifluoroacetyl)amino]butyl 
suggérant la dégradation possible des unités de spermine (C4). La déprotection se fait dans NH4OH concentré 
durant 2 h à 25°C ; B : Extrapolation du mécanisme de déprotection de la partie oligophosphospermine 
expliquant la dégradation de celle-ci. Le clivage du lien phosphodiester interspermine peut se faire de part et 
d’autre  du  groupement  phosphate. 

 

 

Le synthon spermine que nous utilisons depuis le départ et que nous appelons synthon C4, 
comporte   4   atomes   de   carbone   entre   l’oxygène   du   lien   phosphate   et   le   premier   atome  
d’azote  de  l’unité  spermine.  Nous  venons  de  voir  que  ce  synthon  C4 n’est  pas  stable  dans des 
conditions basiques, du fait de ses 4 atomes de carbone de part et   d’autres   du   lien  
phosphate.   Nous   avons   souhaité   confirmer   notre   hypothèse   en   étudiant   la   stabilité   d’un  
conjugué Z3T10 en   l’incubant   de   1   h   à   7,5 h   à   65°C   dans   une   solution   d’ammoniaque 
concentré. Nous avons suivi la cinétique de dégradation en IEX-HPLC. Au cours du temps, des 
pics   apparaissent   alors   qu’en   proportion   l’aire   pic   du   composé initial Z3T10 diminue (Figure 
64 A).  Après  7,5  h  d’incubation, les analyses par spectrométrie de masse Esi-Tof confirment la 
génération des composés avec moins   d’unités   de spermines avec plus ou moins un 
groupement phosphate,   jusqu’à  un   composé   final   de  dégradation  qui   est   l’oligonucléotide 
sans aucune unité de spermine mais avec un groupement phosphate (issu de la première 
spermine  couplée  à  l’oligonucléotide) (Figure 64 B). 
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Figure 64 : Etude de stabilité du domaine oligospermine. A L’oligonucléotide  modèle Z3T10 a été incubé à 65°C 
jusqu’à  7,5 et il apparait que la quantité des produits de dégradation augmente au cours du temps. B L’analyse  
Esi-Tof de la condition à 7,5h montre que les produits de dégradation sont bien des conjugués qui ont subi des 
clivages  de  part  et  d’autre  des liens phosphates inter-spermines. 

 

Ce   résultat   nous   a   amené   à   étudier   l’effet   du   nombre   de   carbone   entre   le   phosphate   et  
l’amine  du  groupe  phosphospermine  sur  la  stabilité  des  conjugués  en  milieu  basique.   

Avant de synthétiser des nouveaux synthons phosphoramidite spermine, nous avons utilisé 
des « amino-linkers » commerciaux  contenant  3  et  6  carbones  entre  l’oxygène  du  phosphate  
et le groupe amino (appelés « linkers » C3 et C6). Des oligonucléotides T10 ont été modifiés 
avec ces deux amino-linkers, puis leur stabilité a été étudiée dans les conditions basiques, 
comme précédemment décrit. Contrairement au Z3T10, le chromatogramme du déca-mère 
thymidine  avec  l’ « amino-linker » C6 ne montre pas de dégradation (Figure 65 A), tout comme 
le déca-mère  avec   l’ « amino-linker » C3 (Figure 65 B). Notre oligonucléotide T10 contrôle ne 
présente  également   aucune  dégradation   lorsqu’il   est   incubé dans des conditions basiques 
(Figure 65 C). Ces résultats montrent que, potentiellement, des synthons spermine 
phosphoramidite   avec   3   ou   6   carbones   entre   le   phosphate   et   l’amine   devraient   être   plus  
stables que le synthon avec 4 carbones (synthon C4). 
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Figure 65 : Stabilité des «  amino-linkers »  en fonction du nombre de carbones entre le phosphate  et  l’amine.  
Des motifs C6, C3 entre  l’amine  et  le  phosphate  sont  incubés  à  65°C  dans NH4OH concentré pour évaluer leur 
stabilité. A) T10-amino-linker C6 : pas de dégradation ; B) T10-amino-linker C3 : pas de dégradation ; C) oligo 
contrôle T10 : pas de dégradation. 

  

5. Synthèse du synthon spermine phosphoramidite C3. 
 

Pour continuer à étudier la stabilité des conjugués oligonucléotide-oligospermine, nous 
avons choisi de synthétiser le synthon spermine phosphoramidite en C3 (Figure 66). Le 
synthon C3 est supposé être plus résistant que le synthon C4 dans des conditions très 
basiques, comme celles de déprotection des ZNAs.  

Le synthon spermine phosphoramidite C3 est synthétisé suivant la même voie de synthèse 
que le synthon C4 (voir Figure 50, Chapitre 3). Le dérivé 3-iodo-propanol-1, contenant 3 
carbones  est  introduit  à  l’étape  de  bis-akylation de la spermine, à la place du 4-iodo-butanol-
1. Les rendements obtenus à chaque étape sont comparables à ceux obtenus pour le 
synthon C4. En ce qui concerne la réactivité du synthon spermine phosphoramidite C3, les 
rendements de couplage sont équivalents à ceux du synthon C4. 
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Figure 66 : Différence de structure entre les synthons spermine phosphoramidite C3 et C4. 

 

6. Stabilité des ZNAs avec le synthon spermine C3. 
 

Pour évaluer la stabilité des conjugués ZNAs synthétisés avec le synthon C3, nous avons 
synthétisé des conjugués Z8T10 avec le synthon spermine C3 et C4 puis nous les avons incubé 
dans  de  l’ammoniaque  concentrée  à  65°C  pendant  24 h (Figure 67). Les tests ont été réalisés à 
65°C   car   c’est   à   cette   température   que   les   nucléobases   standards   sont   déprotégées,  
normalement pendant 8 h.   Le   temps   d’incubation   a   été   augmenté   à   24   h   pour   forcer la 
dégradation des composés et observer le comportement des synthons C4 et C3 dans ces 
conditions.  

Pour normaliser les aires des pics majoritaires des chromatogrammes, nous avons utilisé un 
oligonucléotide étalon interne (20-mère thymidine pur à 95%). Pour plus de précision les 
aires  des  pics  majoritaires  ont  donc  été  rapportées  à  celle  de  l’étalon  interne. 

Les  chromatogrammes  montrent  qu’après  8  h  d’incubation  à  65°C,    52%  du  Z8T10 en C4 ont 
été dégradé contre seulement 8% du Z8T10 en C3.  Après  24  h  d’incubation, le phénomène 
s’accentue   et   86%   du   Z8T10 en C4 ont été dégradé contre 36% pour le Z8T10 en C3, la 
dégradation est donc presque 2,5 fois plus importante pour le synthon C4 que le synthon C3.  
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Figure 67 : Etude comparative de la stabilité de conjugués synthétisés avec la spermine phosphoramidite C3 ou 
C4. Les conjugués Z8T10 en C4 et C3 sont incubés à 65°C dans NH4OH concentré pendant 24 h. Le pourcentage du 
pic majoritaire (produit Z8T10)  est  rapporté  à  l’aire  du  pic  de   l’étalon  interne.  Le  conjugué  Z8T10 est plus stable 
quand il contient le dérivé en spermine C3 comparativement à celui en C4. 

Utiliser le synthon spermine C3 plutôt que C4 permet  aux  ZNAs  d’être  plus  stables dans les 
conditions de déprotection des amidites standards, ce qui signifie que le synthon C3 peut 
plus facilement être utilisé industriellement en combinaison avec des amidites standards, ce 
qui devrait réduire le coût de synthèse en évitant  l’usage  des  bases  «  UltraMild ». 

 

C. UTILISATION DES AMORCES ZNAS EN PCR. 
 

Notre première publication sur les ZNAs est principalement axée sur leur utilisation comme 
amorce de PCR en transcription inverse et en PCR quantitative. Le but de cet article était de 
montrer que le domaine oligocationique   permet   d’améliorer   l’affinité des amorces pour 
leurs cibles tout  en  restant  discriminant  en  présence  d’un  mésappariement.  Dans  cet  article  
nous avons montré que les amorces ZNAs pouvaient être utilisées avec de faibles 
concentrations en magnésium  et  qu’elles  sont  capables  d’être efficaces à des températures 
élevées   d’hybridation.   Nous   avons   également   montré   que   les   amorces ZNAs améliorent 
l’amplification   de   séquences   riches en nucléotides A et T en augmentant la stabilité 
d’hybridation  des  amorces  sur  leurs  séquences  complémentaires. Le fait de montrer que les 
amorces  ZNAs  peuvent  être  utilisées  à  des  températures  d’hybridation  élevées  peut  justifier  
de leur utilisation en PCR multiplexe (plusieurs séquences amplifiées en même temps).  

Le but de ce premier article était également de montrer que le  gain  d’affinité  apporté  par  les 
amorces ZNAs peut être utilisé en PCR de transcription inverse pour améliorer les 
rendements de conversion   d’un   ARN en ADN complémentaire. Les essais réalisés ont 
également eu pour but de déterminer l’efficacité des amorces ZNAs pour amplifier les gènes 
exprimés en faible quantité. 
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Pour  prouver  l’intérêt  des  amorces  ZNAs  en  PCR,  elles  ont  été  comparées  à  d’autres  amorces  
portant   d’autres   modifications   chimiques (LNA, MGB) qui ont également la propriété 
d’améliorer  l’affinité et/ou stabilité des sondes avec leurs séquences cibles. 
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1. Résultats, discussion. 
 

Les tampons des kits PCR sont très riches en magnésium, cation divalent nécessaire à 
l’activité   des   polymérases.  Malgré tout, les fortes concentrations en magnésium ont pour 
but de diminuer les répulsions électrostatiques entre une amorce standard et sa séquence 
complémentaire.  Cependant  si   le  magnésium  est  utilisé  en  excès,   l’hybridation  aspécifique  
va augmenter. Nous nous sommes demandé si dans le cas des ZNAs le domaine 
oligospermine peut jouer le même rôle que le magnésium. Nos essais d’amplification  
montrent que les amorces ZNAs, contrairement aux amorces non modifiées nécessitent une 
faible concentration en magnésium pour être efficaces.  En  revanche  l’utilisation  d’une  forte  
concentration de MgCl2 avec les amorces ZNAs conduit à une amplification non spécifique et 
conduit   également   à   la   formation   de   dimères   d’amorces. L’ajout   de  magnésium  n’est   pas  
nécessaire pour favoriser  l’hybridation  des  amorces  ZNAs. 

Un autre résultat important est le fait que les amorces ZNAs peuvent être utilisées à des 
températures   d’hybridation   plus   élevées   que   les   amorces   non   modifiées, sans diminuer 
l’efficacité   de   l’amplification   PCR.   La   température   de   fusion   des   amorces   ZNAs   n’est   pas  
séquence dépendante contrairement aux amorces portant des LNAs et peut être prédite 
(Noir et al. 2008). La température de fusion  augmente  en  fonction  du  nombre  d’unités  de  
spermine   greffées   à   l’amorce   ZNA.   Malgré   tout,   elle   est   également   dépendante   de   la  
concentration en sel et du pH de la solution. En effet, plus la concentration en sel est faible 
et  plus   l’impact  des  unités  de spermine sur la Tm est fort. Dans le cas contraire, de fortes 
concentrations en sel augmentent le phénomène d’écrantage  des  charges  et  diminuent  ainsi  
les   interactions   électrostatiques   et   donc   l’apport   des   spermines.   Le   pH  de   la   solution, lui, 
peut influer  sur  l’état  de  protonation  des  spermines.  Les  tampons  PCR  sont  basiques  ce  qui  
réduit  l’impact  des  spermines  sur  la  Tm.  Les  résultats  expérimentaux  confirment  les  calculs  
théoriques. En effet, d’après   la   théorie   (Noir et al. 2008), pour une amorce de 22-mère 
portant 4 ou 5 unités spermine la Tm doit être augmentée de 7,6°C à 9,5°C par rapport à une 
amorce non modifiée (modèle issu de mesures de Tm faites dans un tampon HEPES 10 mM, 
NaCl 150 mM à pH 7,4). Les résultats sont relativement en accord avec la théorie, puisque 
l’augmentation  de  Tm  obtenue  est  comprise  entre  6°C  et  8°C  dans un tampon Tris 10 mM, 
NaCl 50 mM et MgCl2 3 mM, pH 8,4). Ces observations confirment que la longueur de 
l’oligonucléotide  et  le  nombre  de  spermine  sont  les  deux  paramètres  principaux  impactant le 
« design » des amorces ZNAs. 
 
Habituellement, pour une amorce PCR non modifiée, le choix de la séquence est très 
important   puisque   qu’elle   doit   être   assez   riche   en   bases   G   et   C   afin que la température 
d’hybridation   soit   suffisamment   élevée   pour   les   conditions   expérimentales   en   PCR.   Nous  
avons montré que les amorces ZNAs permettent de travailler dans des conditions de PCR 
standardisées  et  permettent  également  de  s’affranchir  du  pourcentage  de  bases  G et C de 
l’amorce.  En  effet  nous  avons  montré  qu’il  était  possible  d’utiliser  des  amorces  ZNAs à une 
température   d’hybridation de seulement 60°C, de façon relativement indépendante de la 
séquence,  et  d’obtenir  des  rendements  d’amplification  comparables  à  une  amorce  standard  
contenant 50% de bases G et C. Par conséquent, les ZNAs permettent de réaliser des 
réactions de PCR dans des  conditions  standards  en  utilisant  des  séquences  d’amorces  riches  
en bases A et T, normalement peu stables. 
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Les  amorces  ZNAs  s’avèrent  également  être  très  efficaces  pour  détecter  les  séquences  cibles  
qui sont présentes dans les échantillons en faible concentration, ce qui prouve leur grande 
affinité.  En  effet,  elles  permettent  de  détecter  des  cibles  à  des  concentrations  d’amorce  10  
fois moins importantes que celles utilisées comme seuil de détection pour les amorces non 
modifiées et les amorces LNAs.  

Un autre avantage démontré par les amorces ZNAs est leur capacité à améliorer la sensibilité 
de détection lors de la phase exponentielle de la réaction de PCR lorsque la séquence cible 
est abondamment présente en solution. Nous avons   émis   l’hypothèse   qu’en   solution, la 
concentration des amorces ZNAs est localement augmentée à proximité des séquences 
cibles.  Ceci  s’explique  par   le  fait  que  les  amorces  ZNAs ont  une  grande  affinité  pour   l’ADN.  
Pour   prouver   ceci,   des   essais   d’amplification   ont   été   réalisés   en   diminuant le temps 
d’hybridation.  Les  résultats  montrent  que  l’hybridation  des  amorces  ZNAs est beaucoup plus 
rapide que   l’hybridation   des   amorces   non   modifiées   et   des amorces LNAs. Cette 
augmentation  de  cinétique  d’hybridation  a  déjà  été  observée  dans  le  cas  des amorces PNAs. 
Cette   augmentation   de   la   performance   d’amplification   et   de   la   vitesse   d’hybridation   en  
comparaison aux amorces non modifiées et LNAs permet donc une détection rapide tout en 
réduisant   le   temps   des   cycles   de   PCR.   D’une   manière   générale, l’utilisation des amorces 
ZNAs permet  donc  de  diminuer  le  temps  de  la  réaction  d’amplification.   

La réaction de polymérase en chaine de transcription inverse est très utilisée dans la plupart 
des   techniques   permettant   de   quantifier   l’expression   d’un   gène.   Les amorces ZNAs ont 
également prouvé leur efficacité pour ce type de PCR de par leur capacité à amplifier des 
cibles  très  peu  concentrées.  La  faible  efficacité  de  l’enzyme  transcriptase  inverse  est  estimée  
à   20%   et   chute   encore   si   la   quantité   d’ARN   à   transcrire   est   faible.   Cependant   l’utilisation  
d’amorces   ZNAs permet   d’augmenter   les   rendements   de   transcription   de   l’ARN   en   ADN  
complémentaire.  Ce  résultat  est  particulièrement  intéressant  dans  le  cas  où  l’ARN  cible  est  
en faible concentration puisque la précision de la quantification relève du compromis entre 
la  variabilité  de  l’amplification  et  la  quantité  de  la  séquence  cible. 

Enfin, des essais de transciption inverse ont été réalisés avec des concentrations croissantes 
en magnésium montrant que plus la concentration en magnésium est élevée et plus 
l’efficacité  des  amorces  non  modifiées  diminue, conduisant  à  d’importantes  variations   lors  
de  la  quantification  de  l’expression  du  gène  cible.  Cette  constatation  suggère  que  la  variation  
en magnésium interfère avec l’efficacité  de   la   transcripton   inverse  et  cela  peut  conduire  à  
l’obtention  de  résultats  inexacts  entre  différents  essais.  En  revanche, la transcritpion inverse 
réalisée avec des amorces ZNAs n’est  pas   affectée  par   la   variation  de   la   concentration  en  
magnésium  et  permet  donc  d’obtenir  une  quantification  du  gène  cible  plus  précise. 

 

2. Conclusion. 
 

Les amorces ZNAs se révèlent simples à « designer ». Elles ont une meilleure affinité pour 
leurs séquences cibles tout en restant spécifiques. Cette étude prouve que les ZNAs utilisés 
comme amorces permettent  de  travailler  à  des  températures  d’hybridation  élevées, et qu’ils  
peuvent être utilisées à faible concentration de magnésium. Cette étude a également 
montré que les amorces ZNAs peuvent être utilisées avec des cycles de PCR raccourcis. 
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Lorsqu’elles   sont   utilisées   pour   la   réaction   de   transcription   inverse,   elles   permettent  
d’augmenter  les  rendements  d’ADN  complémentaire  produit.   

 

D. LES SONDES D’HYDROLYSE ZNAS. 
 

1. Généralités. 

 
 

Une   sonde   d’hydrolyse   ZNA   est   constituée d’une   séquence   de   bases   ADN,   de   quelques  
unités  de  phosphospermine,  d’un   fluorophore  et  d’un  « quencher » : FAM -ADNn-Zm -BHQ1 
(FAM : 6-carboxyfluorescéine ; BHQ1 : Black Hole Quencher 1) où m est le nombre d’unités  
de spermine et n est le nombre de bases ADN.  Le  principe  des  sondes  d’hydrolyse  repose sur 
la présence d’un  fluorophore  et  d’un  « quencher »  de  part  et  d’autre  de la sonde.  Lorsqu’ils  
sont proches, le « quencher » est capable de capter le photon émis par le fluorophore, et 
plus ils sont proches et plus le « quenching » est important.  

Les   sondes   d’hydrolyse   sont   utilisées   en   combinaison   avec   une   amorce   de   PCR.   L’amorce  
vient  s’hybrider  sur  sa  séquence  complémentaire  sur   le  brin  à  amplifier  et  un  peu  plus   loin  
sur   le  même  brin   c’est   la   sonde   qui   s’hybride   à   sa   séquence   complémentaire   (Figure 68 a). 
Ensuite, l’enzyme   ADN   polymérase   démarre   l’amplification   du   brin   en   utilisant   l’amorce.  
Lorsque   l’enzyme   rencontre   la   sonde,   elle   coupe   les   nucléotides proches du fluorophore 
grâce  à  son  activité  d’exonucléase.  Le   fluorophore  est  alors   libéré  dans   la  solution, il n’est  
donc plus éteint par le « quencher » et émet de la fluorescence. Le signal de fluorescence 
émis est donc proportionnel au nombre de brins amplifiés. 

Les   sondes   d’hydrolyse   ZNAs tout comme les amorces ZNAs ont une grande affinité pour 
leurs cibles. La partie poly-spermine chargée positivement permet un repliement de la sonde 
sur la partie ADN chargée négativement. Ce repliement permet au « quencher » de se 
rapprocher du fluorophore ce qui induit un meilleur quenching (Figure 68 b) par rapport aux 
mêmes sondes sans le fragment poly-spermine. Ce rapprochement 
fluorophore/ « quencher » se traduit par une diminution du bruit de fond de fluorescence 
intrinsèque des sondes (Figure 68 c).  Cette  réduction  du  bruit  de  fond  permet  d’augmenter  le  
signal  de  fluorescence  émis  par  les  sondes  d’hydrolyse  ZNAs augmentant ainsi la sensibilité 
et  la  gamme  dynamique  de  l’essai.   
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Figure 68 : Hybridation moléculaire et sonde d'hydrolyse PCR. 

 

Les   sondes   d’hydrolyse   pourraient   être   encore   améliorées   si   elles   étaient   synthétisées   à  
partir de la spermine phosphoramidite en C3. En effet, la dégradation des sondes produites à 
partir du synthon spermine C4 au   cours   de   l’essai  de PCR (milieu basique et température 
élevée) serait diminuée. Cependant dans  nos   conditions  d’utilisation,   les   sondes  produites 
avec le synthon spermine C4 mises  en  contrôle  sans  la  polymérase  dans  l’essai  ne  montrent  
pas de dérive significative du signal de fluorescence, démontrant ainsi une stabilité 
nécessaire et suffisante. 

 

2. Synthèse  des  sondes  d’hydrolyse  ZNAs. 
 

Les conditions   de   synthèse   des   sondes   d’hydrolyse   ZNAs sont les mêmes que celles de la 
synthèse des amorces ZNAs. Cependant, la synthèse est initiée à partir du « quencher » 
(BHQ-1) greffé sur la résine CPG. Les phosphospermines, les bases et le fluorophore sont 
introduits ensuite successivement. Contrairement  aux  amorces  ZNA,  les  sondes  d’hydrolyse  
ZNAs ne peuvent être purifiées sur des cartouches de phase inverse C18 car elles ne portent 
pas de groupements diméthoxytrityles   finaux   permettant   d’être   retenues   sur la phase 
inverse. Les sondes ZNAs sont   donc   purifiées   sur   une   colonne   HPLC   échangeuse   d’anions  
(IEX-HPLC), en utilisant un gradient en sels (NaCl). Les sondes sont ensuite dessalées sur des 
colonnes de gel filtration de type Séphadex. Elles sont ensuite caractérisées de la même 
manière que les amorces ZNAs par spectrométrie de masse Esi-Tof ou Maldi-Tof. 
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E. UTILISATION DES SONDES D’HYDROLYSE ZNAS EN PCR. 
 

Notre  deuxième  article  porte  sur  l’utilisation  des  ZNAs  comme  sonde  d’hydrolyse  de  PCR.  Le  
but de cet article  est  de  montrer  que  les  sondes  d’hydrolyse  ZNAs peuvent être utilisées en 
PCR quantitative. 

Pour  cela,  nous  avons  cherché  à  montrer  que  la  spécificité  des  sondes  d’hydrolyse  ZNAs pour 
leurs cibles était conservée tout en introduisant un mésappariement aléatoirement dans la 
séquence.  Nous  avons  également  montré  que  l’utilisation  des  ZNAs  permettait  de  réduire  la  
taille des sondes pouvant améliorer le génotypage du polymorphisme du simple nucléotide. 

Un autre objectif de cette deuxième publication est de montrer que les sondes ZNAs 
permettent de réduire le bruit de fond du signal fluorescent en comparaison aux sondes 
standards. Comme dans le premier article dans lequel les amorces ZNA étaient comparées 
aux amorces LNAs et amorces MGBs (pour Minor Groove Binder),   les   sondes   d’hydrolyse  
sont comparées aux sondes LNAs et aux sondes MGBs. 
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1. Discussion. 
 

Pour évaluer le pouvoir discriminant des sondes  d’hydrolyse  ZNAs, nous avons effectué des 
mesures de températures de fusion avec un spectrophotomètre UV et comparé les 
différences de Tm obtenus entre les sondes complémentaires avec leurs séquences cibles et 
les sondes hybridées avec des séquences cibles portant un mésappariement. 

Pour   évaluer   l’effet   de   la   position   du   mésappariement   sur   le   pouvoir discriminant de la 
sonde, plusieurs séquences cibles ont été synthétisées en faisant varier la position de la base 
induisant le mésappariement sur toutes les bases de la séquence. Ensuite, des mesures ont 
été effectuées pour déterminer les Tm des duplexes sonde/séquence complémentaire et 
sonde/séquence avec un mésappariement. Les résultats montrent que quelle que soit la 
position du mésappariement la différence de Tm est  toujours  vérifiée  par  l’équation :  

ΔTm (°C)= Tm (duplexe complémentaire) – Tm (duplexe avec un mésappariement) 

De plus, malgré la présence de mésappariements, les sondes ZNAs sont toujours 
discriminantes.  Ce  pouvoir  discriminant  des  sondes  d’hydrolyse  quelle que soit la position du 
mésappariement sur sa séquence rend leur « design » beaucoup plus simple que celui des 
sondes LNAs par exemple. Ces résultats montrent donc que la reconnaissance spécifique des 
sondes ZNAs n’est  pas   affectée, malgré   l’augmentation  de   la   Tm   induite  par   les  unités  de  
spermine. 

D’une   manière   générale, plus les sondes   d’hydrolyse   sont   courtes   et   plus   elles   sont  
discriminantes. Néanmoins plus elles sont courtes et plus leur Tm diminue. Afin  d’évaluer 
l’efficacité  des  sondes  courtes  ZNAs,  nous  avons  synthétisé  une  sonde  d’hydrolyse  ZNA  17-
mère portant 4 unités de spermine, puis nous avons comparé son efficacité à une sonde 
standard 17-mère. Les résultats montrent que la sonde ZNA permet une détection sensible 
et  efficace  de  la  séquence  cible,  de  plus  la  sonde  ZNA  permet  d’obtenir  un  signal  plus  élevé  
et une détection plus rapide que la sonde standard 17-mère. 

Cette étude nous a permis de montrer que   l’efficacité   des   sondes   ZNAs   17-mère est 
comparable   à   l’efficacité   de   sondes   standards 22-mère. Les résultats montrent également 
que les sondes ZNAs 17-mère sont plus discriminantes que les sondes standard 22-mère 
puisque   lors   de   la   détection   d’une   cible   en   très   faible   quantité   et   portant   un  
mésappariement, les sondes courtes ZNAs 17-mère n’ont  induit  aucun  signal  tandis  que  les  
sondes standards ZNAs 22-mère, elles ont induite un léger signal. 

Les   essais   réalisés  montrent   également   que   les   sondes   d’hydrolyse   ZNAs ont un meilleur 
« quenching » que les sondes standards, ce qui induit une diminution du bruit de fond. 
Comme   je   l’ai  présenté  dans   le  paragraphe  précédent  ceci  est  dû  au fait que les unités de 
spermine permettent un repliement favorisant un rapprochement entre le « quencher » et 
le fluorophore. Le quenching de type « FRET » (pour Fluorescence Resonance Energy 
Transfer) est   donc   d’autant   plus   amélioré   que   le   « quencher » se trouve proche du 
fluorophore. 
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2. Conclusion. 
 

Les   résultats   obtenus   nous   ont   donc   montré   que   les   sondes   d’hydrolyse   ZNAs sont 
particulièrment efficaces.   La   partie   oligospermine   permet   d’augmenter   leur   Tm   sans  
diminuer leur pouvoir discriminant, rendant ainsi leur « design » plus simple. La synthèse des 
sondes  d’hydrolyse  ZNAs est simple et elles sont faciles à utiliser. Nous avons montré que les 
sondes ZNAs sont performantes dans des conditions de concentration standard de PCR. 
Enfin, nous avons montré que   les   sondes   d’hydrolyse   ZNAs permettent de diminuer la 
fluorescence du bruit de fond grâce à leur meilleur « quenching ».  

 

D. CONCLUSION ET PERSPECTIVES. 
 

Le  travail  sur  l’optimisation  de  la  synthèse  des  ZNAs  a  permis  d’obtenir  des  rendements  de  
couplage et une purification maîtrisés. La modification du synthon spermine 
phosphoramidite C4 initial en C3 pourrait encore augmenter la stabilité des conjugués 
oligonucléotide-oligospermine.   Cette   amélioration   de   la   stabilité   autorise   l’utilisation  
d’amidites   avec des protections standards pour la synthèse des amorces et des sondes 
d’hydrolyse  PCR.   

Le « design » des amorces ZNAs s’avère   être   simple   à   réaliser,   les   résultats   obtenus   ont  
permis de montrer qu’elles  ont  une  grande  affinité  pour  leurs  séquence  cible  tout en restant 
discriminantes envers les mésappariements. Nous avons démontré que les amorces ZNAs 
permettent   de   travailler   à   des   hautes   températures   d’hybridation,   avec   de   faibles  
concentrations  d’amorce,  elles  permettent  également  de  travailler  à  faible concentration en 
magnésium. Les essais réalisés montrent que les résultats, illustrant  l’efficacité  des  amorces  
ZNAs en transcription inverse sont encourageants, puisqu’ils   permettent   d’augmenter   les  
quantités  d’ADN  complémentaire  produit.   

Les résultats ont également montré que les ZNAs sont efficaces, lorsqu’ils   sont   utilisés  
comme  sondes  d’hydrolyse.  Les  unités  cationiques  permettent  d’augmenter  la  température  
de fusion de la sonde sans altérer ses propriétés discriminantes, ce qui en fait un outil de 
choix  pour  le  génotypage.  Les  sondes  d’hydrolyse  ZNAs, tout comme les amorces ZNAs, ont 
l’avantage  d’être  faciles à concevoir et à synthétiser. Les sondes ZNAs sont très facilement 
utilisables dans des concentrations standards de PCR avec des kits commerciaux. Enfin un 
des avantages majeur mais inattendu est que le bruit de fond de fluorescence des sondes 
ZNAs est diminué, ce phénomène étant dû au repliement des unités de spermine sur la 
partie ADN de la sonde, permettant un meilleur « quenching » entre le fluorophore et le 
« quencher ».  

Ce  travail  a  permis  de  mieux  comprendre  l’hybridation  des  ZNAs  et  d’en  définir  le  « design » 
et  les  conditions  d’utilisation,  notamment  en  PCR.  D’autres  applications  des  ZNAs  en  biologie  
moléculaire sont ouvertes, comme  l’hybridation in situ ou  la  purification  d’acides nucléiques. 

Lors de récents travaux, Trevisan et ses collègues ont  utilisé  des  sondes  d’hybridation  ZNAs  
pour détecter in-situ des microARNs dans les plantes. Ils ont montré que les sondes ZNAs 
sont beaucoup plus sélectives et sensibles que les sondes LNAs pour la détection de 
microARNs (Trevisan et al. 2012). 
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L’efficacité   de   la   pénétration   cellulaire   des   oligonucléotides   est   améliorée   par   la  
conjuguaison   d’epèce   cationique   (Juliano et al. 2008). Cette propriété a été exploitée par 
l’équipe  de  Corey  qui  a  évalué  l’activité  des  ZNAs  pour  des  applications  antisens  et  antigène.  
Ils ont montré in vitro que  les  ZNAs  avaient  un  meilleur  impact  sur  l’activité  antisens  que  les  
chimères  ADN/LNAs  lorsqu’ils  sont  transfectés avec des lipides cationiques. 
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CHAPITRE 5 : LES CONJUGUES ARN-OLIGOSPERMINE POUR LA THERAPIE. 
 

A. INTRODUCTION. 
 

Depuis la découverte   initiale   de   l’activité   d’ARN   interférence   à   partir de duplexes 
d’oligonucléotides  synthétiques  dans  des  cellules  eucaryotes (Elbashir 2001), la structure des 
siRNAs a beaucoup évoluée. Des modifications chimiques ont été introduites dans l’objectif 
de rendre les siRNAs plus résistants vis-à-vis des dégradations, mais également moins 
immunogènes et plus spécifiques envers leurs cibles. Toutefois, bien que les raisons en 
soient encore mal comprises, ces modifications chimiques ne sont pas sans conséquence sur 
l’activité,   car   elles   sont   susceptibles   d’inhiber   l’activité   d’interférence,   de   provoquer   des  
effets non spécifiques («off-target»)   ou   encore   d’induire   de   la   toxicité.   Si   les   règles   de  
«design» sont encore mal définies, il convient de limiter les modifications sur le brin 
antisens,   notamment   pour   ne   pas   bloquer   le   groupement   phosphate   en   position   5’, 
nécessaire  à  l’activité  du  complexe  RISC (pour RNA-Induced Silencing Complex), et de limiter 
les modifications sur les 10 premiers nucléotides qui sont responsables de la sélectivité vis-à-
vis  de  l’ARN  messager  cible  (Figure 69).  

 

 

Figure 69 : Structure du duplexe siRNA. 

 

La plupart des modifications chimiques sont introduites sur le brin sens sous la forme de 
nucléotides modifiés, améliorant la résistance face aux nucléases. Sur les extrémités du brin 
sens, il est par  exemple  possible  de  greffer  des  molécules  permettant  d’améliorer  le  ciblage  
ou  l’entrée  cellulaire  (cholestérol, peptide, Folate, RGD). 

A partir de ce constat, les conjugués cationiques oligonucléotide-oligospermine ont été 
synthétisés pour pouvoir une fois hybridés à un brin antisens former des duplexes siRNA 
cationiques   que   nous   appelons   SIRNAPLUS.   L’ajout   d’un   nombre   suffisant   d’unités  
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cationiques de spermine sur le brin sens ARN permet de générer des siRNAs de charge 
globale positive.  

Comme indiqué précédemment, il a déjà été montré au Laboratoire que les siRNAs 
cationiques sont capables de pénétrer seuls dans   les   cellules   et  d’induire   l’extinction  d’un  
gène cible (Nothisen et al. 2009). Cette   démonstration   n’avait   été   faite  qu’en   absence   de  
sérum.  

Contrairement à la plupart des autres technologies de vectorisation des siRNAs, les 
SIRNAPLUS portent intrinsèquement la propriété de pénétrer seuls dans les cellules sans 
l’aide  d’agent  de   transfection.   Supposés  être   à   l’état  moléculaire   sous   la   forme  de  petites  
molécules, les duplexes SIRNAPLUS sont censés atteindre leurs cibles cellulaires in vitro 
grâce au mouvement brownien et in vivo par  diffusion  leur  permettant  ainsi  d’interagir  avec  
les membranes plasmiques anioniques des cellules via leur partie cationique.  

L’avantage   à   utiliser   les   SIRNAPLUS   est   qu’il   suffira de se procurer directement le siRNA 
cationique   et   non   plus   à   la   fois   le   siRNA   et   l’agent   de   transfection.   Cet   avantage   est   très  
important pour de potentielles applications thérapeutiques, car  il  n’y  aura  plus  qu’une  seule  
molécule à produire et injecter. 

Dans le contexte in vivo, les SIRNAPLUS ne sont plus censés avoir un comportement 
particulaire   comme   c’est   le   cas   des   siRNAs   vectorisés   par   un   agent   de   transfection.   Leur  
utilisation devrait donc permettre   de   minimiser   les   problèmes   d’agrégations   ou   de  
rétentions dans certains tissus. 

Le   projet   de   cette   thèse   s’appuie   sur   la   preuve   de   concept   réalisée   au   Laboratoire pour 
éteindre un gène cible grâce à des SIRNAPLUS en absence de sérum. Notre ambition a été 
d’établir   la   preuve  du   concept  d’activité  des   SIRNAPLUS in vivo. Une première étape était 
donc de montrer leur activité in vitro en   présence   de   sérum.  Mon   travail   de   thèse   s’est  
focalisé   sur   le   développement   et   l’optimisation   de   la   production   des   conjugués   ARN-
oligospermine permettant de former les SIRNAPLUS. La synthèse des conjugués cationiques 
a été améliorée pour obtenir des rendements de couplage des unités phosphospermines 
optimaux.   Beaucoup   d’efforts   ont   été   consacrés   sur   les   étapes   de   déprotection   et  
purification des brins sens ARNs cationiques qui sont apparues comme les étapes critiques 
pouvant limiter la qualité et les rendements de production des SIRNAPUS. Dans ce dernier 
chapitre du manuscrit, seront présenter les avancements successifs qui nous ont conduits à 
mieux maitriser la production des conjugués ARN-oligospermine, les résultats biologiques 
obtenus avec les SIRNAPLUS, ainsi que les mesures effectuées pour déterminer la taille de 
ces molécules. 
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1. La problématique de la vectorisation des siRNAs in vivo. 
 

La diffusion ou vectorisation des petits ARNs interférents  dans  l’organisme  vers  les  organes  
et   les  tissus  ciblés  est  dépendante  de  la  voie  d’administration  des  siRNAs  qui  peut  se  faire, 
soit par voie systémique, soit en injection locale. 

L’administration   localisée   consiste   à   injecter   directement des siRNAs dans le tissu ciblé, 
comme  une  tumeur  par  exemple.  Cette  méthode  d’administration  permet  aux  siRNAs  d’être  
concentrés   dans   le   tissu   ciblé   et   d’être   directement   en   contact   avec   les   cellules   cibles.  
L’injection   locale   permet   également   de limiter les doses injectées et donc de réduire les 
effets  secondaires  et  toxiques.Les  tissus  comme  l’œil,   la  peau,  ainsi que certaines tumeurs 
font  l’objet  d’évaluations  thérapeutiques  à  base  de  siRNAs. 

Par   opposition,   l’administration   systémique,   comme la voie intraveineuse, implique un 
premier phénomène de diffusion des siRNAs vers les organes et tissus ciblés. Ce mode 
d’administration  nécessite  que  les  siRNAs  ne  soient  pas  éliminés, dégradé ou encore captés 
par les tissus non ciblés. Beaucoup de tissus peuvent être atteints uniquement par voie 
systémique, via le  flux sanguin. Les formulations de siRNAs administrées par voie 
systémique rencontrent toute une série de barrières biologiques (Figure 70). En effet, les 
complexes  de  siRNA  injectés  doivent  diffuser  dans  le  flux  sanguin  jusqu’aux  organes, tout en 
évitant  d’être  filtrés  par  les  reins,  phagocytés, agrégés par les protéines du sérum ou encore 
dégradés par les nucléases. 

La sortie des siRNAs du flux sanguin à travers  l’endothélium  vasculaire  est  un  enjeu  majeur  
pour  qu’ils   soient  acheminés  vers   les  différents   tissus   cibles.  En  général, des molécules de 
diamètre supérieur à 5   nm   ne   peuvent   transiter   par   les   capillaires   de   l’endothélium   et  
restent dans la circulation sanguine   jusqu’à   leur élimination (Whitehead, Langer, et 
Anderson 2009). Le foie, la rate et certaines tumeurs peuvent  permettre   l’entrée  d’objets  
plus  gros,  comme  des  particules,  qui  ont  des  diamètres  allant   jusqu’à  200  nm.  Après  avoir  
quitté la circulation sanguine les siRNAs, vectorisés ou non, doivent diffuser au travers des 
matrices extracellulaires, constituées de vastes réseaux de poly-saccharides et de protéines 
fibreuses, créant des résistances mécaniques supplémentaires à la migration des 
macromolécules et des nanoparticules vers les cellules cibles (Zámecník et al. 2004). La 
migration des molécules actives peut donc être diminuée ou arrêtée, ce qui donne une 
chance supplémentaire aux nucléases et aux cellules phagocytiques de détruire les siRNAs 
vectorisés sous la forme de nanoparticules. Après avoir été endocytés par les cellules, les 
siRNAs séquestrés dans des vésicules acides (endosomes, lysosomes) doivent être libérés 
dans le cytoplasme (Oliveira et al. 2007). Les systèmes particulaires possèdent une activité 
capable de rompre les membranes des endosomes permettant ainsi la libération des siRNAs 
dans   le   cytoplasme.   Enfin   les   siRNAs   doivent   être   accessibles   à   la   machinerie   d’ARN  
interférence, ce qui impose pour les systèmes particulaires une dissociation préalable des 
siRNAs et des composants de vectorisation. 
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Figure 70 : Barrières extra et intra cellulaires de l'administration par voie systémique des siRNAs. a- La 
nanoparticule   injectée   doit   éviter   d’être   filtrée,   phagocytée   ou   encore   dégradée   dans   le   flux   sanguin.   b- La 
particule doit traverser la barrière endothéliale vasculaire. c- La particule diffuse dans la matrice extracellulaire. 
d- La particule entre dans la cellule par endocytose. e- La  particule  se  libère  de  l’endosome.   f- La particule se 
désagrège  pour  libérer  le  siRNA  qui  va  induire  le  mécanisme  d’ARN  interférence. 

 

Suite à une injection systémique, le facteur limitant des systèmes particulaires de 
complexation   ou   d’encapsulation   des   siRNAs   est leur taille trop importante, frein à la 
diffusion.   Le   siRNA   en   tant   qu’entité   moléculaire   possède une   taille   d’environ   6   nm   et  
constitue donc un objet de taille idéale pour favoriser la diffusion, à condition que   l’on  
puisse l’utiliser tel quel. Malheureusement, les siRNAs nus ne pénètrent pas seuls dans les 
cellules et sont très rapidement dégradés par les nucléases. Certaines modifications (voire 
chapitre  2),  comme  l’addition  d’un  groupe  cholestérol, permettent une légère augmentation 
de  la  disponibilité  des  siRNAs  dans  l’organisme. C’est  pour  cette  raison  qu’il  a  été  imaginé  au  
Laboratoire de synthétiser de petits ARNs interférents sur lesquels sont greffées des unités 
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de spermine permettant   l’obtention de siRNAs cationiques. En effet les siRNAs cationiques 
conservent une petite taille proche de celle d’un  siRNA  non  modifié  et   ils peuvent pénétrer 
sans  agent  de   transfert  dans   les   cellules.  En   théorie,   l’addition  d’un  nombre  de   spermines  
suffisant permet de créer des siRNAs de charge positive qui doivent se répulser et éviter la 
formation  d’agrégats.  Ces  siRNAs  par  leur  charge  positive  sont  capables  d’interagir  avec  des  
résidus anioniques des membranes cellulaires, comme les protéoglycanes riches en 
héparane sulfate. Les SIRNAPLUS pénètrent ensuite dans la cellule puis sont pris en charge 
par  le  complexe  RISC  pour  induire  le  mécanisme  d’ARN  interférence  (Figure 71).  

Pour la problématique in vivo, la combinaison de leur petite taille et de leur charge globale 
positive  permettrait  aux  SIRNAPLUS  d’avoir  une  meilleure  diffusion  dans  les  tissus  et  surtout  
d’être   administrés   dans   l’organisme   sans   être   préalablement   formulés.  Habituellement, la 
formulation des siRNAs avec des polymères ou  des   lipides   cationiques   leur   permet   d’être  
protégés  contre  les  dégradations.  Il  conviendra  donc  d’évaluer  la  stabilité  des  SIRNAPLUS  vis-
à-vis  des  nucléases  ou  de  savoir  si  l’introduction  de  nucléotides chimiquement modifiés sera 
nécessaire pour éviter leur dégradation. 
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Figure 71 : Mécanisme  d’action  schématique  des  SIRNAPLUS  dans  la  cellule.  1 – Diffusion des SIRNAPLUS puis 
interaction avec la surface de la cellule. 2 – Pénétration cellulaire puis diffusion dans le cytoplasme. 3 –Prise en 
charge  dans  RISC  puis  reconnaissance  de  l’ARN  messager  complémentaire. 4 – Clivage  de  l’ARNm  cible  par  ARN  
interférence.  

 

B. LA CHIMIE DES CONJUGUES OLIGONUCLEOTIDE-OLIGOSPERMINE. 
 

1. Généralités. 
 

D’une  manière  générale,   les  brins   sens  des  SIRNAPLUS sont synthétisés de la même façon 
que   les   ZNAs   sur   un   synthétiseur   automatique.   Les   SIRNAPLUS   sont   composés   d’un   brin  
sens-oligospermine hybridé avec un brin antisens. Les deux brins sont composés de 19 
nucléobases de type ARN et nous avons conservé deux bases non appariées aux extrémités 
3’   de   type   ADN   (2   dT),   selon   le   « design » initial de Tuschl et ses collaborateurs. Ces 
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« overhangs » sont conservées pour apporter de la stabilité aux duplexes vis-à-vis de la 
dégradation. Parfois un lien phosphorothioate a été également introduit entre les deux dT, 
pour les mêmes raisons de stabilité. La phosphospermine est greffée en position 5’  du  brin  
sens. Le cycle de synthèse des brins sens-oligospermine est similaire à celui des ZNAs, vu 
précédemment. Cependant, un temps de couplage plus long pour les bases ARNs que pour 
les bases ADN standards (Figure 72) est appliqué, 2 min pour les bases ARNs contre 45 sec 
pour les bases ADNs. Le temps de couplage de la phosphospermine est de  5  min.  D’autre  
part, la différence essentielle repose sur le fait que les bases ARNs sont protégées sur leur 
position  2’-hydroxyle. 

 

 

 

Figure 72 : Cycle  de  synthèse  d’un  brin sens-oligospermine. Après avoir synthétisé la partie ARN protégé dont 
les  positions  2’  sont  protégées avec des groupements TOM (triisopropylsilyloxyméthyle), les unités de spermine 
sont  couplées  en  position  5’  du  brin  sens.     

Plusieurs conjugués ARN-oligospermine contenant de 20 à 35 unités de spermine ont été 
synthétisés (Figure 73), puis ont été hybridés avec   le   brin   antisens   ARN   qui   porte   l’activité  
biologique pour former un duplexe de siRNA cationique, définissant un SIRNAPLUS.  
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Figure 73 : Structure des SIRNAPLUS. 

 

2. Synthèse du brin sens ARN-oligospermine. 
 

Au début de nos travaux sur les ARNs cationiques, les bases ARNs que nous utilisions pour la 
synthèse   des   brins   sens   cationiques   étaient   protégées   2’-O-TOM   (2’-O-
Triisopropyloxyméthyle) (Figure 74). Les bases ARN-TOM  présentent   l’avantage  d’être  moins  
encombrées stériquement que les bases ARNs « standards »   protégées   TBDMS   (2’-O-Tert-
butyldiméthylsylile), et de ce fait, conduisent théoriquement à de de meilleurs rendements 
de  couplage.  L’autre  avantage  des  bases  ARN-TOM est le fait qu’elles  permettent  d’éviter  les  
migrations   des  positions   2’   vers   les  positions   3’   durant   la   déprotection  en  milieu   basique.  
Lorsque les groupements protecteurs TBDMS sont utilisés, il arrive que cette migration 
conduise  à  la  formation  de  liaison  2’-5’  non  active  biologiquement. 

 

Figure 74 : Structure des bases ARNs phosphoramidite  protégées  en  position  2’  avec  un  groupement  TOM  (2’-
O-TriisopropylOxyMéthyle). 
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Pour effectuer la synthèse du brin sens ARN cationique, il faut réaliser en moyenne entre 45 
et 55 couplages soit 20 couplages pour la partie ARN puis entre 25 et 35 couplages pour la 
queue oligospermine. Pour espérer obtenir les conjugués ARN-oligospermine les plus purs 
possibles il faut que les rendements de couplage soient maximaux. Cela réduira la 
polydispersité   des   conjugués   obtenus.   C’est   pourquoi,   le   premier   effort   s’est   porté   sur  
l’optimisation  du  rendement  de  couplage  de  la  spermine  phosphoramidite. 

Lors de nos premiers couplages de spermine phosphoramidite sur les conjugués ZNAs, les 
rendements étaient proches de 85-90% par couplage pour une échelle de synthèse de 
1 µmole (Tableau 4). Ces faibles rendements étaient sans conséquence sur la pureté des ZNAs 
puisque comme indiqué précédemment, leur purification sur les cartouches de phase 
inverse C18 permettait   d’éliminer   les   conjugués   tronqués   ne   portant   pas   de   groupements  
diméthoxytrityles finaux. De plus, les quantités de ZNAs nécessaires aux études de PCR 
étaient  faibles  donc  les  rendements  de  synthèse  ne  nécessitaient  pas  d’être  optimaux. 

Les  quantités  d’oligonucléotides  utilisées  pour   réaliser  des  expériences  d’ARN   interférence  
sur cellules sont beaucoup plus importantes que celles requises en PCR. Les expériences in 
vivo quant  à  elles  requièrent  10  fois  plus  d’oligonucléotides  que  les  expériences  sur  cellules.  
De ce fait, nous avons dû impérativement augmenter les rendements de couplages de la 
spermine phosphoramidite. Pour cela, nous avons joué sur plusieurs facteurs, allant de la 
préparation   du   synthon   spermine   à   l’optimisation   du   protocole   de   couplage   sur   le  
synthétiseur automatique. Cette optimisation a été faite sur des oligonucléotides 20 dT 
greffés sur leurs supports solides. 

Dans un premier temps nous avons donc travaillé sur la préparation du synthon spermine 
phosphoramidite.  L’eau  est  l’ennemie  numéro  un  de  la  chimie  des  phosphoramidites  car  elle  
entre en compétition avec la réaction des couplages des amidites,   c’est   pourquoi   il   était  
impératif de manipuler dans les conditions les plus anhydres possibles. La spermine 
phosphoramidite   se   trouve   sous   forme  d’huile, ce qui la rend très difficile à sécher. Donc 
pour  essayer  de  capter  le  maximum  d’eau  une  fois  que  l’amidite  a  été  mise  en  solution  dans  
de   l’acétonitrile  anhydre   (10-15 ppm H2O), nous avons ajouté du tamis moléculaire 4 Å et 
laissé reposer la solution pendant 1 nuit. En suivant cette approche, le rendement de 
couplage est passé de 85-90% à 90-93% (Tableau 4).   Avant   d’être   utilisé   et   pour   qu’il   soit  
entièrement efficace le tamis moléculaire doit être parfaitement activé. Lors de nos travaux 
nous   avons   essayé   plusieurs   protocoles   d’activation.   Après   avoir   activé   notre tamis 
moléculaire au four à micro-ondes, les rendements de couplage de la spermine 
phosphoramidite  sont  montés  à  94%.  Nous  ne  trouvions  pas  que  cette  méthode  d’activation  
était la plus appropriée et nous avons donc activé notre tamis en le chauffant sous vide à 
120°C durant 2 jours. Les résultats obtenus sur les rendements de couplages étaient plus 
significatifs car ils sont montés à 97%. Enfin, nous  nous  sommes  tournés  vers  l’utilisation  de  
tamis moléculaire déjà activé, empaqueté dans des sachets de 1 g à 10 g  et conditionnés à 
l’unité   sous   vide (« TrapPack »).   L’utilisation   de   ce   tamis   moléculaire   en   sachet   présente  
l’autre   avantage   de   ne   libérer   aucune   poussière   en   solution   qui   viendrait   obstruer   les  
tubulures du synthétiseur. Les rendements de couplages obtenus avec le « TrapPack » sont 
de   l’ordre  de  98%,  ce  qui  nous  permet  de  nous  approcher  du  rendement  de  couplage  des  
phosphoramidites ARN standards.  
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Dans   un   deuxième   temps,   nous   avons   travaillé   sur   l’échelle   de   synthèse   des   spermines  
phosphoramidites  pour  tenter  d’améliorer   les  rendements  de  couplages.  Au  départ  de  nos  
études, les ZNAs étaient synthétisés à une échelle de synthèse de 1 µmole, nous utilisions 9 
équivalents de spermine phosphoramidite par couplage et les rendements atteignaient au 
maximum   94%.   Nous   avons   ensuite   essayé   de   diminuer   l’échelle   de   synthèse   pour  
augmenter   le   nombre   d’équivalents   de   spermine   phosphoramidite   à   18   équivalents,   les  
rendements   de   couplages   sont   ainsi   montés   jusqu’à   97%.   Les   premiers   couplage   de   la  
spermine phophoramidite   avaient   été   effectués   sur   un   synthétiseur   d’oligonucléotides  
datant  de  1993  (Millipore  Expedite),  nous  avons  ensuite   fait   l’acquisition  d’un  synthétiseur  
neuf (H8-SE   K&A)   beaucoup   plus   étanche   que   l’ancien   qui   nous   a   permis   d’obtenir   des  
rendements de couplage constants de 98%, avec un protocole optimisé, incluant également 
l’introduction  de  la  spermine  phosphoramidite  par  intervalle régulier. 

Tableau 4 : Etapes  d’améliorations  du  rendement  de  couplage  de  la  spermine  phosphoramidite. 

 

 

3. Déprotection des conjugués oligonucléotide-oligospermine cationiques. 
 

D’une  manière  générale,   la  déprotection  des  oligonucléotides  ARN  se   fait  en  deux  étapes.  
Lors de la première étape, les protections des nucléobases sont clivées en incubant les 
oligonucléotides en milieu basique. Lors de la deuxième étape, les groupements protecteurs 
sylilés  des  positions  2’-OH sont clivés avec une solution fluorée.  

Le protocole de déprotection donné par le fournisseur des amidites ARN-TOM (Glen 
Research)  préconise  de  cliver  l’oligonucléotide  synthétisé de son support solide en incubant 
ce  dernier  avec  une  solution  d’EMAM  (méthylamine  éthanolique/méthylamine  aqueuse  1/1)  
à température ambiante pendant 20 min, puis de séparer la CPG de la solution de clivage et 
de laisser la déprotection des nucléobases s’effectuer   durant une nuit à température 
ambiante. Nous suivons ce protocole pour déprotéger nos conjugués ARN-oligospermine 
mais nous effectuons le clivage du support en incubant la CPG durant 1 h et non 20 min, 
pour  être  certain  qu’il  soit  complet  (Figure 75).  
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Pour   la   deuxième   déprotection,   celle   des   positions   2’-OH,   il   est   préconisé   d’incuber  
l’oligonucléotide   ARN   dans   une   solution   de   trifluorure   de   triéthylamine/diméthylsulfoxide 
anhydre (TEA.3HF/DMSO) à 65°C pendant 2,5 h pour cliver les groupements sylilés (Figure 75). 
Cette   méthode   n’est   cependant   pas   applicable   à   nos   conjugués   ARN-oligospermines. En 
effet, nous avons constaté que lorsque nos conjugués cationiques sont mis en présence de la 
solution de déprotection TEA.3HF/DMSO, il se forme instantanément un précipité qui ne 
disparait pas même en chauffant pendant 2,5 h à 65°C. Pour tenter de résoudre ce 
problème, nous avons essayé  de  substituer  le  DMSO  par  d’autres  solvants  mais  sans  résultat 
positif.  

Pour résoudre ce problème de précipitation, nous avons changé de solution de déprotection 
et utilisé une solution de fluorure de tétrabutylammonium (TBAF) dans du tétrahydrofurane 
(THF) qui est habituellement utilisée pour le clivage des groupements TBDMS. Pour cette 
seconde déprotection, nous incubons les conjugués ARN-oligospermine pendant 18 h à 
température ambiante dans une solution de TBAF 1 M dans du THF. Les conjugués sont 
totalement solubles et les analyses en spectrométrie de masse Maldi-Tof réalisées montrent 
que les deux déprotections sont complètes. 

 

 

Figure 75 : Déprotection des conjugués ARN-oligospermine. 
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4. Stabilité des unités de spermine des conjugués dans les conditions de 
déprotection. 

 

a) Stabilité des unités de spermine lors de la déprotection de 
nucléobases. 

 

Après avoir résolu le problème de solubilité des conjugués ARN-oligospermine lors de la 
déprotection   des   positions   2’-OH, nous avons voulu nous assurer que lors de la première 
déprotection,   celle   des   nucléobases   qui   s’effectue   dans   des   conditions   basiques,   nos  
conjugués cationiques ne se dégradent pas. Pour cette étude de stabilité nous avons 
travaillé   à  partir   de   l’oligonucléotide  modèle Z8T10 dont la partie ADN est stable dans des 
conditions basiques. 

Pour   ces   essais,   l’oligonucléotide   modèle   Z8T10 a été synthétisé avec le synthon 
phosphoramidite spermine C4 car étant plus sensible il nous permet une réelle évaluation de 
la stabilité des unités de spermine en milieu basique. 

Pour réaliser ce test de stabilité dans les conditions de déprotection des nucléobases ARNs, 
nous   avons   incubé   l’oligonucléotide   modèle   dans   une   solution   d’EMAM   pendant   24   h   à  
température ambiante. La condition contrôle  de  notre   test  de   stabilité  est   l’incubation  de  
l’oligonucléotide   modèle   Z8T10 dans   de   l’ammoniaque concentré à 65°C pendant 1 h. En 
effet,  nous  savons  que  dans  ces  conditions  l’oligonucléotide  est  très  peu  dégradé. 

Si   l’on  compare  donc   les  chromatogrammes du Z8T10 incubé  24  h  dans   l’EMAM  et  celui  du  
Z8T10 incubé  1  h  à  65°C  dans   l’ammoniaque  concentré,  on  remarque  que   l’incubation  dans  
l’EMAM  ne  provoque  pas  de  dégradation  (Figure 76). Les pics avec des temps de rétentions 
supérieurs au pic majoritaire correspondent à des avortons de synthèse. En effet, les 
chromatogrammes des incubations à 1 h (temps nécessaire au clivage de la CPG) et 24 h sont 
similaires,   ils   n’évoluent   pas   dans   le   temps.   Les   unités   de   spermine   des conjugués 
cationiques sont donc stables dans les conditions basiques de déprotection des nucléobases.  
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Figure 76 : Stabilité des unités de spermine dans les conditions de déprotection des nucléobases des brins sens 
cationiques. Les   chromatogrammes   après   incubation   dans   l’EMAM   jusqu’à   24   h   sont   similaires   à   celui   de   la  
condition de déprotection dans NH4OH (condition contrôle) montrant que le domaine oligospermine est stable 
en résistant aux conditions de déprotection des nucléobases.  

 

b) Stabilité des unités de spermine lors de la déprotection des 
positions  2’-OH. 

 

Après avoir montré la stabilité du domaine oligospermine dans les conditions basiques de 
déprotection des nucléobases, nous avons montré leur stabilité dans les conditions de 
déprotection   des   positions   2’-OH. Dans le paragraphe précédent nous avons vu que nos 
conjugués cationiques précipitent dans la solution de déprotection TEA.3HF/DMSO et donc 
que nous avons utilisé une solution de TBAF. Néanmoins nous avons évalué la stabilité du 
domaine oligospermine à la fois dans la solution de TEA.3HF/DMSO et dans la solution de 
TBAF. 

Stabilité dans TEA.3HF. 

Pour cette étude, nous avons utilisé le même oligonucléotide modèle que dans le 
paragraphe précédent. Cet oligonucléotide Z8T10 a  été   incubé   jusqu’à  8  h  à  65°C  dans  une  
solution de TEA.3HF/DMSO alors que seulement 2,5 h sont nécessaires pour cliver les 
groupements   TOM   qui   protègent   les   positions   2’-OH (Figure 77). La condition contrôle est 
l’incubation du Z8T10 dans NH4OH concentré pendant 1 h à 65°C. Les chromatogrammes des 
temps 3,5 h et 8 h  d’incubation  du  Z8T10 dans TEA.3HF/DMSO sont certes moins bien résolus 
que celui de la condition contrôle, mais ils montrent clairement que même après plus de 8 h 
d’incubation  à  65°C  les  unités  de  spermine  ne  se  dégradent  pas.   
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Figure 77 : Stabilité des unités spermines dans les conditions de déprotection TEA.3HF des positions 2'-OH. Les 
chromatogrammes après incubation dans le mélange  DMSO/TEA.3HF   jusqu’à  8  h  sont  similaires  à  celui  de   la  
condition de déprotection dans NH4OH (condition contrôle) montrant que le domaine oligospermine est stable 
en  résistant  aux  conditions  de  déprotection  des  groupements  TOM  en  position  2’-OH. 

 

Stabilité dans le TBAF. 

Nous avons montré que les unités de spermine conjuguées à un oligonucléotide sont stables 
dans une solution de TEA.3HF, mais nous avons dû arrêter  l’utilisation  de  cette  solution  car  
les conjugués cationiques avec au moins 30 unités de spermine  n’étaient  plus  solubles  dans  
cette dernière. Pour pallier ces problèmes de solubilité nous avons utilisé une solution de 
TBAF  pour  déprotéger  les  positions  2’-OH et conserver les conjugués solubles.  

Pour évaluer la stabilité des unités de spermine de nos conjugués dans la solution de TBAF, 
nous avons utilisé le même oligonucléotide Z8T10 que précédemment.  Nous   l’avons   incubé  
dans une solution de TBAF 1 M dans du THF pendant une nuit à température ambiante. En 
comparant le chromatogramme du Z8T10 juste après sa mise en solution à t=0 avec le 
chromatogramme du Z8T10 après   18   h   d’incubation,   on   ne   constate   aucune   dégradation  
(aucun changement du chromatogramme) (Figure 78). 
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Figure 78 : Stabilité des unités spermines dans les conditions de déprotection TBAF des positions 2'-OH. La 
superposition  montre  que  les  chromatogrammes  dans  le  TBAF  à  t=0  et  après  18  h  d’incubation  sont  similaires  
montrant que le domaine oligospermine est stable en résistant aux conditions de déprotection des 
groupements  TOM  en  position  2’-OH. 

 

Le domaine oligospermines de nos conjugués cationiques étaient donc résistant à la fois aux 
conditions   de   déprotection   des   nucléobases   et   des   positions   2’-OH. Après leur dernière 
déptotection les conjugués cationiques sont en solution dans une solution de TBAF à 1 M 
dans   du   THF.   Leur   purification   HPLC   n’étant   pas   possible   dans   ces   conditions au risque 
d’endommager   la   colonne, il a fallu éliminer le TBAF/THF pour pouvoir reprendre nos 
conjugués dans une solution aqueuse compatible avec leur purification HPLC. Une 
précipitation sélective des conjugués cationiques a été mise au point par le Docteur Gaëlle 
Deglane, ce  qui  a  permis  d’éliminer  cette  solution  de  déprotection  TBAF/THF. 

En effet, elle a mis au point un protocole à base de NaCl et butanol qui ne conduit pas à une 
précipitation totale de nos conjugués mais à une précipitation partielle. Les quantités de 
NaCl et de butanol utilisées pour la précipitation sont inférieures aux quantités 
habituellement utilisées pour les oligonucléotides.  

Après avoir précipité les conjugués avec des quantités de sel réduites et après 
centrifugation, les conjugués cationiques se retrouvent dans le culot (Figure 79 A). Après 
l’élimination  du  surnageant  (contenant  le  TBAF/THF),  le  culot  a  été  repris  dans  l’eau,  mais  la  
solution obtenue était trouble. Une seconde centrifugation a été effectuée, formant un 
nouveau culot et un nouveau surnageant. Après avoir séparé le surnageant et redissous le 
culot avec une solution aqueuse de NH4OH à 0,1 M, des analyses HPLC de chacune des 
solutions finales ont été effectuées (Figure 79 B).  Les  chromatogrammes  montrent  qu’après  la  
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deuxième centrifugation, la majorité de nos conjugués bruts se trouve dans le surnageant et 
que la majorité des impuretés se trouve dans le culot résiduel repris dans NH4OH. Les 
impuretés   se   composent   majoritairement   d’avortons   de   synthèse   de   la   partie  
oligonucléotide ARN et de la partie oligospermine.  

Cette  précipitation  sélective  nous  permet  de  séparer  les  conjugués  cationiques  d’une  grande  
partie  de  leurs  impuretés,  cependant  cette  séparation  s’accompagne  d’une  légère  perte  en  
rendement des conjugués souhaités. Après cette précipitation, les conjugués ARN-
oligospermine cationiques sont prêts à être purifiés par HPLC. 

 

 

Figure 79 : Précipitation sélective des conjugués ARN-oligospermine cationiques. A : étapes de la précipitation 
sélective. B : Analyse du culot et  du  surnageant  après  la  deuxième  centrifugation  et  reprise  dans  l’eau  et  remise  
en solution du culot dans NH4OH. 

 

1. Purification des brins sens cationiques. 
 

Purification. 

Diverses méthodes sont utilisées en routine pour purifier les oligonucléotides ADNs ou ARNs, 
mais  la  plupart  d’entre  elles  ne  sont  pas  applicables  à  nos  conjugués  cationiques  (Figure 80). 

Une des méthodes les plus utilisées pour purifier les oligonucléotides est la purification sur 
phase inverse à travers des cartouches de C18.  C’est  cette  méthode  que  nous  utilisons  pour  
purifier les ZNAs, cependant  cette  méthode  n’est  pas  applicable  aux  conjugués  SIRNAPLUS  



 Chapitre 5 : Les conjugués ARN-oligospermine pour la thérapie  
 

149 
 

car  ces  derniers  ne  sont  pas  retenus  sur  la  colonne.  En  effet  comme  je  l’ai  expliqué  dans   le 
chapitre concernant les ZNAs, les cartouches de purification permettent de retenir les 
groupements diméthoxytrityles (DMTs) portés par le dernier nucléotide ou la dernière unité 
de  spermine.  Cette  rétention  basée  sur  l’interaction  entre  le  groupement  hydrophobe DMT 
et  la  phase  inverse  devient  difficile  lorsque  l’oligonucléotide  est  long  puisque  le  groupement  
DMT   seul   ne   peut   retenir   tout   l’oligonucléotide.   C’est   le   cas   pour   nos   conjugués   ARN-
oligospermine qui ne peuvent donc pas être purifiés sur cartouches de phase inverse. 

Une   autre   méthode   très   largement   utilisée   pour   la   production   d’oligonucléotides   est   la  
purification  sur  gel  d’électrophorèse.  Cette  méthode  permet  de  séparer  les  oligonucléotides  
selon leur charge. Cependant nos brins sens cationiques sont des zwitterions, ils sont à la 
fois chargés positivement et négativement ce qui ne permet pas leur migration sur gel, ils 
restent dans les poches où ils sont déposés. Seules des conditions de gel de protéines 
utilisant le dodécylsulfate de sodium (SDS) permettent leur migration, mais nous ne pouvons 
employer ce type de gel pour purifier nos conjugués cationiques car il est très compliqué de 
séparer ensuite   l’oligonucléotide  du  SDS.  Nous  ne  pouvons  donc  pas  utiliser   la  purification  
sur  gel  d’électrophorèse pour purifier nos conjugués cationiques. 

La purification des oligonucléotides sur des colonnes HPLC de phase inverse est également 
très largement utilisée, mais les quelques essais effectués avec nos conjugués utilisant ce 
type de colonne ont montrés que seulement les oligonucléotides portant 2 unités spermines 
au maximum peuvent être élués, les autres restent sur la colonne. Cette méthode de 
purification  n’est  donc  également  pas  applicable  à  nos  conjugués  cationiques. 

La méthode qui finalement nous permet de purifier nos conjugués est la purification sur 
colonne  HPLC   échangeuse   d’anions (IEX-HPLC).   Comme   je   l’ai   décrit   dans   le   chapitre   4, la 
séparation   de   ces   colonnes   est   basée   sur   l’interaction   entre   les   charges   positives   de   la  
colonne et les charges négatives des brins sens cationiques. Donc si on suit la théorie, plus le 
conjugué cationique est long plus il porte de charges négatives et plus il est retenu sur la 
colonne. Cependant, en pratique, l’addition  d’unités  cationiques  spermines  fait  diminuer   la 
rétention des conjugués sur la colonne et entraîne une perte de résolution. Néanmoins 
d’autres  modes  de  séparation  HPLC  ont  été  évaluées (colonne échangeuse de cations, phase 
inverse C4),  mais  c’est  cette  méthode  de  purification  sur  colonne  échangeuse  d’anions  qui  a  
donné  les  meilleurs  résultats  pour  l’instant. 
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Figure 80 : Méthodes de purification des oligonucléotides. 

 

 

Nous   utilisons   donc   une   colonne   HPLC   échangeuse   d’anions pour séparer nos conjugués 
ARN-oligospermine de leurs impuretés, malgré le fait que que cette méthode soit faiblement 
résolutive. En effet les analyses HPLC de deux fractions, l’une  pure  (chromatogramme  noir  
Figure 81), et   l’autre   impure   (chromatogramme rose Figure 81) montrent deux pics  bien résolus 
avec des temps de rétention très proches. Cependant les seules analyses HPLC ne nous 
permettent pas de distinguer lequel des deux pics est le produit pur attendu. En effet, il faut 
analyser ces deux fractions sur gel de type SDS-PAGE   (condition  d’analyses  des  protéines)  
pour pouvoir distinguer laquelle est   la   fraction   pure.   En   revanche   dans   le   cas   d’un  
échantillon   brut   contenant   des   conjugués   avec   beaucoup   d’avortons   de   synthèse  
(chromatogramme orange Figure 81),   l’analyse   HPLC   permet   de   montrer   que   l’échantillon   est  
impur   et   l’analyse   sur   gel   le   confirme.  Nous   utilisons   donc   une   colonne  HPLC   échangeuse  
d’anions  pour   purifier   nos   conjugués  ARN-oligospermines  mais   l’analyse   finale  permettant  
d’évaluer  la  pureté  se  fait  par  gel  d’électrophorèse  de  type  SDS-PAGE. 
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Figure 81 : Purification en IEX-HPLC de conjugués ARN-oligospermine (exemple après 30 couplages de 
phosphospermine). Conditions : Dionex DNA Pac PA 100 (250 x 9 mm) ; Tampon A : 0,1 M NH4OH, 10% ACN ; 
Tampon B : 0,1 M NH4OH, 10% ACN, 1 M NaCl ; gradient 0-100% Tampon B en 23 min ; débit 2,5mL/min ; 
température 35°C. 

Dessalage des conjugués ARN-oligospermine. 

Après avoir été injectés   sur   la   colonne   échangeuse   d’anions, les conjugués ARN-
oligospermine sont séparés en fractions plus ou moins pures. Après analyse sur gel SDS-
PAGE,   les   fractions   pures   sont   rassemblées   avant   d’être   dessalées   (car   elles   contiennent  
environ 0,5 M de NaCl). Pour le dessalage de nos conjugués, nous utilisons des colonnes 
commerciales de gel filtration de type Sephadex (GE healthcare ; illustra Nap25) et nous 
utilisons  de  l’eau  « RNase free » comme éluant.  Ce  type  de  dessalage  nous  permet  d’obtenir  
les brins sens cationiques à des concentrations en chlorure de sodium qui sont compatibles 
avec leur utilisation in vitro et in vivo.  

 

2. Caractérisation des conjugués ARN-oligospermine par spectrométrie 
de masse Maldi-Tof. 

 

L’analyse  finale  sur  gel  d’électrophorèse  permet  d’évaluer  la  qualité  de  nos  conjugués  ARN-
oligospermine cationiques, en revanche elle ne permet pas de définir si les conjugués 
obtenus sont bien les conjugués totalement élongués. En effet, l’analyse  sur  gel  SDS-PAGE 
nous indique la présence ou non   d’impuretés mais ne nous renseigne que très 
approximativement sur longueur du conjugué. Pour connaitre leur masse moléculaire exacte 
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nos conjugués cationiques doivent être analysés en spectrométrie de masse. Dans le 
chapitre 4, nous   avons   vu   qu’il   était   possible   d’analyser   des   conjugués   oligonucléotide-
oligospermine portant quelques unités de spermine par spectrométrie de masse 
« electrospray ionisation – time of flight » (ESI-TOF). En effet, ces conjugués avec peu 
d’unités  de  spermines sont facilement ionisables,  mais  lorsque  nous  avons  essayé  d’analyser  
les conjugués portant 25-30 unités spermines par ESI-TOF, nous n’avons obtenu aucun 
résultatpositif. Nous pensons que nos conjugués sont très difficiles à ioniser et que 
l’ionisation  par  électro-spray n’est  pas adaptée. 

Nous nous sommes donc tournés vers une autre technique de spectrométrie de masse : le 
MALDI-TOF (« Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation – Time of Flight »). Pour ioniser 
l’échantillon   à   analyser,   cette   technique   utilise   une   espèce chimique appelée matrice qui, 
une fois co-cristallisée   avec   l’échantillon  à   analyser,   va   absorber   l’énergie  du   laser  pour   la  
transférer  à  l’échantillon  qui  peut être ainsi ionisé.  

Le problème majeur de nos échantillons est leur teneur en chlorure de sodium qui forme de 
nombreux adduits sodium (Na+) en spectrométrie de masse. En effet, lors   de   l’étape   de  
purification nous utilisons le chlorure de sodium pour éluer les conjugués cationiques de la 
colonne  échangeuse  d’anions, puis nous éliminons en grande partie celui-ci lors du dessalage 
par gel filtration sans néanmoins parvenir à obtenir des teneurs en sel compatibles pour 
l’analyse   en   spectrométrie   de   masse.   Pour   prévenir   la   formation   d’adduits   sodium   nous  
avons  mélangé  du  citrate  d’ammonium  avec  nos  matrices.  

Nous avons donc essayé de cristalliser nos conjugués dans des matrices dédiées aux 
oligonucléotides   en   présence   de   citrate   d’ammonium   telles   que   l’acide   anthranilique, la 
trihydroxyacétophénone (THAP), l’acide   nicotinique,   le salicilamide ou encore l’acide   3-
hydroxypicolinique (HPA). Les premières analyses de nos conjugués cationiques par MALDI-
TOF n’ont   pas   été   très   concluantes,   les   spectres   obtenus   n’étaient   pas   résolus   (Figure 82). 
Pour la plupart des premiers essais,   aucun   signal   n’apparaissait   sur   les   spectres   de  masse  
sauf   pour   les   échantillons   cristallisés   avec   la   matrice   d’acide   3-hydroxypicolinique/citrate 
d’ammonium  dont   les   spectres  montraient  un   léger  début  de  pic   (Figure 82 A). Nous avons 
donc choisi de travailler principalement avec cette matrice en essayant de faire varier le 
rapport  volume  d’échantillon/volume  de  matrice  pour  essayer  d’obtenir  des   spectres  avec  
une  meilleure  intensité  de  signal,  mais  nous  n’avons  pas  obtenu de meilleur signal. 

Lors   d’une   série   d’essais   nous   avons   omis   d’ajouter   le   citrate   d’ammonium   lors   de   la  
préparation   de   la   matrice   et   contre   toute   attente,   l’intensité   du   signal   obtenu   était   très  
importante, le signal sortait enfin du bruit de fond. Pour les premières analyses, la 
concentration de nos conjugués était fixée à 100 µM, en baissant cette concentration à 
20 µM nous nous sommes aperçus que les spectres présentaient des pics plus intenses et 
mieux  résolus.  Avec  ces  dernières  conditions,  l’écart entre la masse moléculaire attendue et 
la masse moléculaire obtenue pour nos conjugués ARN-oligospermine est de 20 à 100 Da 
(Dalton), si on considère leur masse importante de 18 000 - 19 000 Da, cela donne une 
précision de mesure de 0,1 à 0,5% (Figure 82 B). Cette précision nous permet d’être  résolutif à 
une   spermine   près   (408,5   Da)   par   contre   ne   permet   pas   d’être   résolutif   pour   un   adduit  
comme le cyanoéthyle (53 Da). 

Par la suite nous avons essayé de modifier encore les  conditions  d’analyse  sans  obtenir  de  
meilleurs  résultats  sur  la  résolution  et  l’intensité  du  signal. 
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Figure 82 : Analyse des conjugués ARN-oligospermine par spectrométrie de masse MALDI-TOF. A) matrice 
d’acide  3-hydroxypicolinique/citrate  d’ammonium,  B)  matrice  d’acide  3-hydroxypicolinique. 

3. Formation des duplexes SIRNAPLUS. 
 

Après purification et caractérisation du brin sens cationique, la formation du duplexe 
SIRNAPLUS  est  réalisée.  Pour  cela,  le  brin  antisens  portant  l’activité biologique et le brin sens 
cationique   sont   incubés   pendant   30  min   à   température   ambiante   dans   de   l’eau   « RNAse 
free » en quantités équimolaires. La formation des duplexes est ensuite contrôlée par 
électrophorèse SDS-PAGE avec un gradient de 10-20% Tris-tricine (Figure 83). Après révélation 
des bandes au bromure  d’éthidium,  on remarque que les bandes correspondantes aux brins 
sens et antisens seuls disparaissent et qu’il apparait alors une nouvelle bande indiquant la 
formation du duplexe. La bande formée montre que la migration du duplexe est plus faible 
que celle du simple brin sens cationique ce qui prouve également la formation du duplexe. 

Des essais de duplexation du brin sens cationiques avec un brin antisens non 
complémentaire ont également été réalisés. Les gels montrent deux bandes distinctes, ce 
qui   signifie   que   l’hybridation   n’est   pas   possible   si   les   deux   brins   ne   sont   pas  
complémentaires même en présence des unités cationiques spermines : elle est spécifique. 

Après avoir été formés les duplexes SIRNAPLUS sont prêts à être utilisés pour évaluer leur 
activité  biologique.   Ils   sont   censés   induire   l’extinction  d’un  gène  cible  par   la   voie  de   l’ARN  
interférence. Lors de cette thèse, mon travail a porté sur la synthèse et la caractérisation des 
brins sens cationiques et des duplexes SIRNAPLUS.  
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Figure 83 : Caractérisation sur gel d'électrophorèse de la formation des duplexes de SIRNAPLUS. AS= brin 
antisens. Z20-Z35=  nombre  d’unités  de  spermine portées soit par le brin sens ou soit par le duplexe. 

 

C. ARTICLE : ACTIVITE BIOLOGIQUE DES SIRNAPLUS IN VITRO. 
 

L’article  qui  suit  décrit  la  synthèse  et  la  formation  des  duplexes  SIRNAPLUS  ainsi  que  les  tests  
effectués pour évaluer leur activité biologique in vitro. Mon travail pour cet article a porté 
sur la synthèse et la formation des SIRNAPLUS, les tests in vitro ont été réalisés par mes 
collègues biologistes Valérie Moreau et le Docteur Nathalie Lenne. 

Une fois introduits dans les cellules, les siRNAs permettent  l’extinction  d’un  gène  cible  par  la  
voie  de   l’ARN   interférence.  Ce  processus  d’extinction  catalytique  d’un  gène  est  efficace  et  
simple   à  mettre   en  œuvre   car   il   est   seulement   basé   sur   la   complémentarité   entre   le   brin  
antisens  du  siRNA  et  l’ARN  messager cible. Cependant la difficulté majeure reste le passage 
des nombreuses barrières biologiques pour localiser le siRNA dans le cytoplasme des cellules 
et celles qui limitent la diffusion des siRNAs jusqu’aux  tissus  cibles  dans  un  contexte  in vivo.  

Comme   je   l’ai  expliqué  précédemment,   les   siRNAs seuls ne peuvent pas pénétrer dans les 
cellules  animales.  En  effet,  ils  ont  besoin  d’être  vectorisés  pour  pouvoir  être  endocytés  par  
les cellules et être ensuite libérés dans le cytoplasme où ils vont pouvoir induire le 
mécanisme   d’ARN   interférence.   En   général   les   siRNAs   sont   vectorisés   par   le   biais   de  
polymères  ou  de  lipides  cationiques  qui  s’avèrent  être  très  efficaces  pour   la  transfection   in 
vitro. Les formulations à base de lipides ou de polymères cationiques ont  l’inconvénient  de  
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former des particules qui ont une biodistribution limitée, de plus leur élimination de 
l’organisme  est  rapide.   

Pour la stratégie antisens, il a été montré que des ligands directement conjugués sur des 
oligonucléotides permettaient d’améliorer  leur  biodistribution  et  leur  pénétration  cellulaire.  
En effet, les molécules ainsi formées étaient plus petites que des particules permettant ainsi 
une meilleure diffusion dans les tissus.  

C’est   à   partir   de   ce   principe   qu’ont été synthétisé les SIRNAPLUS possédant une charge 
globale  positive.   Le   fait  de   contrôler   leur   synthèse  nous  permet  de  dire  qu’en   solution   les  
SIRNAPLUS  seront  à   l’état  moléculaire  contrairement  aux   formulations  de  siRNA  à  base  de  
polymères ou lipides cationiques. De plus, cette charge globale positive des SIRNAPLUS leur 
permet de pénétrer les membranes cellulaires sans agent de transfection. 

L’article  qui  suit  décrit  brièvement   la  chimie  des  conjugués  ARN-oligospermine, chimie que 
je vous ai décrite au début de ce chapitre. L’article   présente également les résultats des 
différentes  technologies  mises  en  œuvre  pour  caractériser  à  la  fois  les  brins  sens  conjugués 
aux   spermines   et   les   duplexes   SIRNAPLUS.   L’enjeu   de   cet   article   était   aussi   de   prouver  
l’activité  des   SIRNAPLUS  en  présence de sérum ainsi que le fait que l’activité  obtenue  est  
conforme  à  un  mécanisme  d’ARN  interférence. 
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Discussion. 

Les  duplexes  SIRNAPLUS  sont  de  charge  globale  positive  ce  qui  leur  permet  d’interagir  avec  
les syndécanes chargées négativement à la surface des cellules pour être ensuite endocytés 
(Behr 2012).  En  solution  les  duplexes  SIRNAPLUS  sont  supposés  rester  à  l’état  moléculaire. 

La dualité de charges des conjugués ARN-oligospermine peut poser des problèmes de 
comportement  des  molécules.  D’une  part,  il  est  difficile  d’obtenir  le  brin  sens  cationique,en 
effet, nous avons rencontré de nombreuses difficultés lors des étapes de synthèse, de 
purification et de  caractérisation.  D’autre  part,   la   formation  du  duplexe  n’est  pas  si  simple  
étant donné que le brin antisens apporte de nouvelles charges négatives au duplexe 
SIRNAPLUS  en  s’hybridant  avec  le  brin  sens  cationique  ce  qui  peut  affecter  la  solubilité  finale  
du duplexe. 

Nous avons constaté que tous les duplexes SIRNAPLUS portant de 25 à 35 unités spermines 
cationiques étaient solubles lorsque les duplexes étaient formés avec des quantités 
équimolaires  des  deux  brins,  sens  et  antisens,  dans  l’eau.  Cependant,  un duplexe formé avec 
moins de 25 spermines commence à poser des problèmes de  solubilité.  C’est  ce  que  nous  
avons expérimenté avec les duplexes portant 20 spermines montrant une faible solubilité 
dans  l’eau.  D’autre  part,  si  nous  mélangeons  1,5  fois  plus  de  brin antisens que de brin sens 
cationique Z25 ou 2 fois plus avec le Z30, les duplexes SIRNAPLUS précipitent. Il ressort donc 
de ces observations que la précipitation se produit lorsque le ratio : nombre de fonctions 
amines / nombre de fonctions phosphates (N/P) est de 4/3. Cette observation suggère donc 
que lorsque la neutralité est atteinte il y a 3 fonctions amines qui sont protonées pour 4 
groupements phosphates à pH = 7. La solubilité des SIRNAPLUS est donc assurée si un excès 
de charges positives est présent. 

Les essais in vitro ont   permis   de   visualiser   l’entrée   des   SIRNAPLUS   dans   les   cellules.   Ces  
observations   ont   apportés   quelques   éléments   qui   ont   permis   d’étayer   l’hypothèse   selon 
laquelle les  SIRNAPLUS  sont  à  l’état  moléculaire  en  solution.  Tout  d’abord le brin antisens ne 
peut   pas   pénétrer   dans   la   cellule   lorsqu’il   est  mélangé avec un brin sens cationique non 
complémentaire,  ce  qui   signifie  que  seul   le  duplexe   formé  d’un  brin  antisens  hybridé  avec  
son brin sens cationique complémentaire peut pénétrer dans la cellule. Ensuite, nous avons 
remarqué   que   l’addition   de   brin   antisens   au-delà du ratio 1/1 brin antisens/brin sens 
cationique conduisait à la précipitation du duplexe SIRNAPLUS inhibant à la fois sa 
pénétration cellulaire et son activité. 

Le mécanisme  d’entrée  des  SIRNAPLUS  dans  les  cellules  n’est  pas  connu,  mais  nous  pensons  
qu’ils  suivent   la  même  voie  que   les  polymères  cationiques.  Les observations de siRNAPLUS 
marqués avec un fluorophore nous suggèrent que ces derniers entrent dans la cellule par 
endocytose  car  ils  s’accumulent  sous  forme  vésiculaire  (marquage  ponctué  et  non  diffus)  et  
sont   partiellement   libérés   des   vésicules   dans   le   cytoplasme,   puisqu’une   activité   d’ARN  
interférence est mesurée.  

Nous avons montré aussi que plus il y a de spermines greffées sur les SIRNAPLUS et plus ils 
s’accumulent  dans  les  cellules.  En  absence  de  sérum,  l’activité  maximale  est  atteinte  lorsque  
les  conjugués  portent  25  spermines  et  qu’un  nombre  supérieur  de  spermines  n’améliore  pas  
l’activité  mais   induit  de  la   toxicité. En revanche, en  présence  de  sérum,  l’activité  maximale  
est   atteinte   avec   30   spermines.   Ceci   suggère   qu’il   y   a   une   légère activité   d’inhibition   du  
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sérum  sur  la  pénétration  cellulaire  mais  qu’elle  est  surpassée  si  le  caractère  cationique  des  
molécules est augmenté. 

Les duplexes cationiques SIRNAPLUS sont biologiquement actifs à des concentrations de 
l’ordre   de   25-150   nM.   Ces   concentrations   sont   inférieures   à   celles   utilisées   pour   d’autres  
siRNAs conjugués (cholestérol, CPP). Cependant ces concentrations restent comparables à 
celles utilisées dans les formulations habituelles de siRNA avec des polymères ou des lipides 
cationiques. 

Un  résultat  important  est  celui  de  la  démonstration  du  mode  d’action  des  SIRNAPLUS  par  un  
mécanisme   d’ARN   interférence.   Nous avons pu identifier l’ARNm   coupé   à   la   position  
attendue   suite   à   l’hybridation   spécifique  du   brin   antisens   sur   sa   cible   et   l’activité   de   RISC  
alors  qu’une  séquence  non  spécifique  n’a  pas  d’effet. 

 

Conclusion 

Cette   étude   était   dédiée   à   évaluer   l’activité   des duplexes cationiques SIRNAPLUS. Les 
duplexes ont été formés à partir des siRNAs standards décrit par Tuschl et ses collègues.  

In vitro, les duplexes cationiques apparaissent légèrement moins actifs que les 
nanoparticules, cependant leur activité est conservée en présence de sérum ce qui 
représente un intérêt pour leur utilisation in vivo. En effet nous avons également montré 
que les duplexes SIRNAPLUS ne se dégradent pas dans du milieu de culture contenant du 
sérum, nous pensons que la queue polyspermine permet de protéger les duplexes des 
dégradations dues aux nucléases. L’augmentation  de  l’activité  biologique  peut  être  obtenue  
par   l’optimisation  des  séquences  et  par   l’introduction  de  modifications  chimiques  dans  ces  
dernières. 

 Les duplexes siRNAPLUS sont donc potentiellement de bons candidats pour des applications 
in vivo. 

D. MESURES DE LA TAILLE DES SIRNAPLUS. 
 

Notre postulat de départ repose sur le fait que   les  SIRNAPLUS  sont  à   l’état  moléculaire  en  
solution.   D’autres   équipes   ont   montré   que   les   oligonucléotides conjugués avec du 
cholestérol ou des peptides cationiques ont une meilleure biodistribution que les 
oligonucléotides formulés avec des polymères car leur taille est beaucoup plus petite et 
permet une meilleure diffusion dans les tissus. 

Nous avons  émis  l’hypothèse  que  les  duplexes  formés  sont  à  l’état  moléculaire  en  solution,  
particulièrement quand le nombre de spermines greffées est important et permet de 
générer   des   duplexes   qui   normalement   se   répulsent.   Dans   l’article   précédent   plusieurs  
observations sont venues étayer cette hypothèse sans réellement la prouver. 

Un  siRNA  de  21  paires  de  bases  fait  deux  tours  d’hélice  et  mesure  environ  6-7 nm de long 
pour environ 2 nm de diamètre. Nous pensons que les SIRNAPLUS sont un peu plus longs 
avec un diamètre un peu plus grand car nous pensons que la queue polyspermine se replie 
sur  le  duplexe  et  s’enroule  autour  de  celui-ci suivant le petit sillon du siRNA. 
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Nous avons donc essayé de déterminer la taille des SIRNAPLUS et prouvé qu’en  solution  ils  
sont bien à  l’état  moléculaire.  Pour  cela,  différentes  techniques  ont  été  utilisées  telle  que  la  
microscopie électronique à transmission ou à force atomique et la diffusion dynamique de la 
lumière. 

 

1. Diffusion dynamique de la lumière. 
 

La diffusion dynamique de la lumière (DLS pour « Dynamic Light Scattering ») est une 
technique physique qui permet de déterminer la taille de petites particules en suspension. 
Cette technique est basée sur le fait que lorsque la lumière rencontre une particule, elle 
diffuse dans toutes les directions. Les particules sont constamment en mouvement en 
solution, ceci est dû au mouvement Brownien. En solution, les petites particules se 
déplacent plus rapidement que les grosses et cette vitesse de déplacement peut être 
corrélée avec les fluctuations  de  l’intensité  lumineuse  qu’elles  diffractent  au  cours  du  temps.  
En effet, les  fluctuations  d’intensité  de  lumière  diffractée  dans  le  temps  vont  être  beaucoup  
plus importantes pour de petites particules que pour des grosses particules. 

Après le traitement mathématique qui permet une comparaison du signal obtenu avec lui-
même mais légèrement décalé dans le temps, le résultat obtenu donne un rayon 
hydrodynamique qui représente le rayon sphérique théorique de  l’objet. Lorsque la particule 
est chargée, la sphère hydrodynamique représente à la fois la taille de la particule et  
l’épaisseur  de  sa  couche  externe  ionique  ce  qui  induit  une  surestimation  de  la  taille  mesurée  
de la particule. 

Nous avons donc cherché à déterminer la taille des SIRNAPLUS en utilisant cette technique 
de   diffusion   dynamique   de   la   lumière.   Les   SIRNAPLUS   ont   été   utilisés   dans   l’eau   à   une  
concentration 50 µg dans 400 µL. Ces conditions sont celles qui seront utilisées pour les 
injections in vivo. Les résultats des mesures effectuées montrent que les différences 
d’intensité  de  lumière  diffractée  au  cours  du  temps  sont  trop  faibles  pour  que  les  calculs  qui  
permettent   de   donner   une   taille   soient   fiables.   Cette   constatation   s’explique   par   les   3  
raisons suivantes : 

 Le constructeur prétend que  l’appareil  peut  déterminer  des  tailles  allant  de  10  µm  à  
2  nm,  mais  nous  pensons  qu’avec  des  objets  à  mesurer  d’environ  7  nm  nous  sommes  
à  la  limite  de  détection  de  l’appareil. 

 Plus la taille des objets à mesurer est petite et plus leur concentration en solution 
doit   être   élevée   pour   pouvoir   observer   une   différence   d’intensité   de   lumière  
diffractée au cours du temps contrairement aux gros objets qui eux diffractent 
beaucoup plus la lumière. Dans notre cas puisque nous sommes à la limite de 
détection  de   l’appareil nous devrions travailler à des concentrations en SIRNAPLUS 
beaucoup plus élevées. Seulement nous pensons que si nous augmentons la 
concentration,  nous  risquons  de  favoriser  la  formation  d’agrégats et donc de mesurer 
la taille des agrégats et non celle des molécules seules de SIRNAPLUS.  

 La technique permet de donner la taille de la sphère hydrodynamique des SIRNAPLUS 
qui   sont   d’une   part   des   entités   chargées   et   d’autre   part   des   entités   de   forme  
cylindrique et non sphérique. Ces approximations ne nous permettent donc pas de 
déterminer le plus précisément possible la taille des SIRNAPLUS. 
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Nous nous sommes donc tournés vers des techniques de microscopie pour pouvoir évaluer 
au mieux la taille des SIRNAPLUS. 

 

2. La microscopie électronique en transmission. 
 

Le  principe  de  cette  technique  consiste  à  placer  sous  un  faisceau  d’électron  un  échantillon,  
puis   par   l’intermédiaire   d’un   système   de   lentilles   magnétiques   de   projeter   l’image   de  
l’échantillon   sur   un   écran   phosphorescent   qui   transforme   l’image   électronique en image 
optique. Pour une meilleure visualisation, les échantillons biologiques sont métallisés avec 
une  solution  alcoolique  d’acétate  d’uranyle  qui  va  venir  s’accumuler  dans  les  aspérités  et  sur  
les   contours   de   l’échantillon.   C’est   l’acétate   d’uranyle   qui va ainsi donner une coloration 
négative   à   l’échantillon.   Afin   d’évaluer   la   taille   des   duplexes   SIRNAPLUS   nous   avons   donc  
réalisés des clichés au microscope électronique en transmission.  

Nous avons observé un conjugué cationique simple brin Z20-ARN21 à 20  µM  dans  l’eau  (Figure 
84 A), un duplexe SIRNAPLUS Z30 à  20  µM  dans  l’eau  (Figure 84 B), une particule PEI/pCMVLuc 
(plasmide  de  6  Kb)  dans  l’eau  (Figure 84 C)  et  de  l’eau  seule  comme  contrôle  (Figure 84 D). Les 
clichés obtenus nous montrent que dans le cas du simple brin conjugué et du duplexe 
SIRNAPLUS,  les  objets  observés  sont  de  petites  tailles  de  l’ordre  d’une  dizaine de 
nanomètres.  

En comparant les trois premiers clichés A, B et C on remarque clairement que les conjugués 
oligonucléotide-oligospermine sont beaucoup plus petits que les particules de PEI/ADN. On 
distingue aussi clairement que la forme des particules de PEI/ADN est sphérique tandis que 
les conjugués spermines ne le sont pas. Toutes ces observations nous permettent de 
prétendre que les SIRNAPLUS sont beaucoup plus petits que les formulations à base de 
polymères  habituellement  utilisées.  D’autre  part,  l’observation  des  conjugués  ARN-
oligospermine et  des  SIRNAPLUS  ne  montrent  pas  la  présence  d’agrégats.  Malgré tout, la 
résolution ne semble pas suffisante pour donner la taille exacte des SIRNAPLUS même s’il est 
certain que leur longueur est proche de la dizaine de nm. 

Pour  confirmer  ces  observations  nous  avons  ensuite  effectué  d’autres  observations  avec  une  
autre technique de microscopie. 
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Figure 84 : Microscopie électronique en transmission (TEM pour «Transmission Electron Microscopy»). A : brin 
sens cationiques Z20-ARN21 à   20  µM  dans   l’eau.  B : Duplexe SIRNAPLUS Z30. C : Particules de PEI/pCMVLuc à 
40 µg/400  µL  d’eau.  D :  l’eau  seule  comme  contrôle. 

3. Microscopie à force atomique. 
 

Le principe de la microscopie à force atomique est basé  sur  le  balayage  d’une  surface  avec  
une pointe pour que cette dernière détecte les différences de relief induites par les objets 
présents sur la surface (surface de mica).   La  pointe   très   fine  est  placée  à   l’extrémité  d’un  
levier dont les flexions sont détectées avec un système optique utilisant un faisceau laser. 
L’analyse   de   ces   flexions   permet   de   déterminer   les   interactions   entre   la   pointe   et  
l’échantillon.   La  microscopie   à   force   atomique   permet   ainsi   de   faire   la   topographie   de   la  
surface de mica sur laquelle sont fixés les objets à observer. 

Un  des  avantages  de  cette  technique  est  que  l’analyse  des  échantillons  peut  se  faire  en  
solution  évitant  ainsi  le  risque  de  formation  d’agrégats comme ce peut être le cas en 
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microscopie électronique en transmission où les échantillons sont séchés par capillarité 
après  avoir  été  déposés  sur  le  support  d’analyse. 

Les différents types de forces mesurées dépendent de la variation de la distance entre la 
pointe et la surface analysée. C'est la raison pour laquelle, en fonction de ces trois modes 
découlent différents types de mesure et ainsi différentes applications. 

Nos  images réalisées avec cette technique ont été faites sur des duplexes SIRNAPLUS Z30 à 
20 µM  dans  l’eau.  Le  balayage  de  la  surface  de  mica  ne  s’est  pas  fait en mode contact mais 
en mode « tapping ». Ce mode est le plus utilisé, il consiste à faire vibrer le levier à sa 
fréquence de résonance. Lorsque la pointe rencontre un objet la fréquence de vibration 
varie.  Les  différences  de  fréquence  d’oscillation  sont ensuite traduites en images optiques. 
L’avantage  du  mode  « tapping » est que la pointe risque moins de décrocher les petits objets 
de  la  surface  de  mica  car  elle  ne  vient  pas  racler  la  surface  comme  c’est  le  cas  en  mode  
contact. 

Les analyses ont été faites en solution, 5 min après avoir introduit les SIRNAPLUS dans la 
cellule de mesure nous avons obtenus une première image (Figure 85 A). Cette image nous a 
révélé la présence de quelques objets mesurant de 50 à 100 nm. Le   nombre   d’objets  
observés  était   très  faible  et  nous  n’étions  pas  certains  que  ces  objets  étaient  des  duplexes  
cationiques. 

Une heure et demie après avoir introduit les SIRNAPLUS en solution dans la cellule nous 
avons obtenus une deuxième image (Figure 85 B). Cette image nous montre beaucoup plus 
d’objets  dont   la  taille  est  comprise  entre  10-20 nm. Nous pensons que ces objets sont des 
duplexes SIRNAPLUS. En effet nous que pensons   l’augmentation   du   nombre   d’objets  
observés sur la surface de mica dans le temps est causée par le mouvement des duplexes en 
solution qui viennent se coller lorsque leur trajectoire croise la surface de mica. Il se produit 
donc une accumulation de duplexes au cours du temps sur la surface de mica. 

Lorsque   l’eau  qui  a  servi  à   la  dilution  des  SIRNAPLUS  a  été   introduite  seule  dans   la  cellule,  
l’image   de   la   surface   de  mica   a  montré   qu’il   n’y   avait   aucun  objet   présent   dans   l’eau   qui  
aurait pu venir se déposer sur la surface de mica (Figure 85 C). Cette observation confirme que 
les objets observés sur la surface sont bien des duplexes SIRNAPLUS.  

 

Théoriquement   la   longueur   des   duplexes   SIRNAPLUS   est   de   l’ordre   d’une   dizaine   de  
nanomètres  pour  une  épaisseur  d’environ  3  nm, cependant  les  objets  observés  sur  l’image  B  
nous montre des objets mesurant entre 10 et 20 nm avec une épaisseur de 5 nm. La taille 
des  objets  observés  semble  être  surestimée  et  ceci  s’explique  pour  deux  raisons.  D’une  part  
nous sommes au seuil de détection du microscope puisque sa résolution latérale est de 
l’ordre  d’une  dizaine  de  nanomètre.  D’autre  part  la  pointe  qui  balaye  la  surface  de  mica  est  
conique  et  sa   taille  est   l’ordre  d’une  dizaine  de  nanomètre.  La   forme   cônique de la pointe 
vient fausser la mesure  car  en  fait  c’est  l’arrête  de  la  pointe  et  non  son  extrémité  qui  va  venir  
en   contact   de   l’objet   en   premier   (Figure 86). La taille observée est donc surestimée par 
rapport à la taille réelle. 

Néanmoins la microscopie à force atomique vient confirmer les observations faites en 
microscopie électronique en transmission, les duplexes cationique SIRNAPLUS restent à 
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l’état   moléculaire   et   ne   s’agrègent   pas   en   solution.   Cependant   d’autres   essais   restent   à  
réaliser pour vérifier   qu’il   ne   se   forme   pas   d’agrégats   quand   ils   sont   formulés   dans   les  
conditions prévues pour les injections in vivo (avec du NaCl 150 mM ou glucose 5%). 

 

 

 

 

 

Figure 85 : Microscopie à force atomique (AFM pour « atomic force microscopy »). Duplexes cationiques Z30 à 
20  µM  dans  l’eau ; A :  5  min  après  l’injection  dans  la  cellule  de  mesure ; B :  1,5  h  après  l’injection  dans  la  cellule  
de mesure. C : contrôle H2O seule. 
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Figure 86 : Influence de la forme de la pointe sur la taille observée de l'objet. 

 

E. ACTIVITE BIOLOGIQUE IN VIVO. 
 

La   principale   limitation   à   l’utilisation   de   la   voie   ARN   interférence   est   que   les   siRNAs   ne  
peuvent   être   administrés   nus   dans   l’organisme.   En   effet   de   nombreuses   barrières  
biologiques   extra   et   intracellulaires   limitent   l’utilisation   des   siRNAs   dans   le   domaine  
thérapeutique. 

Nous   avons   vu   précédemment   qu’une   fois   dans   l’organisme   les   siRNA   sont   rapidement  
dégradés  par  les  nucléases  et  qu’ils  sont  rapidement  éliminés  du  flux  sanguin  lorsqu’ils  sont  
administrés par voie systémique. 

Un des premiers essais in vivo réalisé par les Docteurs Aline Meulle, Valérie Kedinger et 
Anne-Laure Bellemin a consisté à évaluer leur biodisponibilité en réalisant une étude de 
biodistribution. 

Pour  s’affranchir des éventuelles dégradations que les SIRNAPLUS peuvent subir lors  d’une  
administration systémique, elles ont effectués des tests permettant de se concentrer sur 
l’évaluation  de  l’activité  biologique  en  réalisant  des  injections  locales  intra-tumorales.  

 

1. Etude de biodistibution. 
 

Les SIRNAPLUS qui ont été utilisés pour ces expériences portent 30 unités spermines (Z30) et 
les oligonucléotides siRNA contrôles ont les mêmes séquences mais ne portent pas de 
spermine (Z0). Les duplexes cationiques Z30 et les duplexes contrôles ont été marqués avec 
de la Cyanine  5   (Cy5)  pour  pouvoir   suivre   leur  biodistribution  dans   l’organisme.   Les   souris  
vivantes   ont   été   imagées   avec   un   appareil   d’imagerie   des   petits   animaux   détectant   la  
fluorescence dans le proche infrarouge (caliper; xenogen IVIS 100). 

Les injections ont été faites en rétro-orbitale sur des souris anesthésiées avec de 
l’isofluorane.   Les   doses   injectées   sont   de   50   µg/200   µL   de   glucose   5%   pour   le   duplexe  
cationique Z30 et de 100 µg/200 µL de glucose pour le duplexe contrôle Z0. 
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Les acquisitions des images ont été faites aux temps t= 0 ; 5’20 ;   15’ ;  30’ et  36’  en  même  
temps pour la souris ayant reçu les duplexes cationiques Z30 et la sourie ayant reçu les 
duplexes contrôles Z0 (Figure 87). 

On   remarque   qu’au   temps   t=   0,   les   corps   des   souris   ne   montrent   aucune   fluorescence.  
Ensuite la fluorescence apparait très nettement localisée dans les glandes salivaires et 
diffuse  dans  le  reste  de  l’organisme  de  la  souris  contrôle  5  min  20  sec  après  l’injection  des  
duplexes Z0. En revanche au même temps, on remarque que la fluorescence est 
massivement localisée dans le foie de la souris qui a reçu les duplexes cationiques Z30. Cette 
souris  ne  présente  pas  de  fluorescence  diffuse  dans  l’organisme. 

Au  temps  15  minutes  après  l’injection,  l’image  de  la  souris  qui  a  reçu  les  duplexes  contrôles  
Z0 montre   toujours   une   fluorescence   diffuse   dans   l’organisme  mais   le   pic   de   fluorescence  
s’est  déplacé au niveau de la vessie. Cela signifie que les duplexes contrôles commencent à 
être  éliminés.  L’intensité  de   la   fluorescence  au  niveau  du  foie  chez   la  souris  ayant  reçu   les  
duplexes cationiques Z30 commence à diminuer mais la fluorescence ne diffuse toujours pas 
dans  l’organisme. 

Au   temps  30  min  après   l’injection, la fluorescence est localisée dans la vessie de la souris 
ayant reçu les duplexes contrôls. Pour la souris ayant reçu les duplexes cationiques Z30, la 
fluorescence est toujours localisée dans le foie mais elle commence à diminuer dans la 
vessie, ce qui signifie que les duplexes cationiques Z30 commencent à être éliminés 30 min 
après   l’injection.   On   remarque   que 36   min   après   l’injection   malgré   l’accumulation   des  
duplexes cationiques Z30 dans la vessie il se produit une augmentation de la fluorescence au 
niveau du foie ce qui indique une accumulation des duplexes cationiques dans cet organe. 

Les  souris  n’ont  pas  été  imagées  au-delà  de  36  min  après  l’injection. 

Cette étude de biosditribution nous montre clairement que les duplexes cationiques Z30 sont 
éliminés   de   l’organisme   beaucoup   moins   rapidement   que   les   duplexes   contrôles   Z0. Les 
duplexes   cationiques   sont   localisés   principalement   dans   le   foie,   et   s’y   accumulent   encore  
environ  40  min  après  l’injection. 
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Figure 87 : Images de la  biodistribution  des  duplexes  cationiques  SIRNAPLUS  dans  l’organisme. 

 

2. Résultats  préliminaires  d’activité  in  vivo. 
 

Les   premiers   essais   permettant   d’évaluer   l’activité   anti-tumorale des SIRNAPLUS ont été 
réalisés en injection locale par le Docteur Valérie Kedinger. Pour cela des cellules de 
mélanome murin B16-F10 ont été injectées sous la peau des souris. Le but de cet essai était 
d’éteindre  le gène codant pour la survivine qui  est  une  protéine  inhibitrice  de  l’apoptose  et  
qui entre en jeu dans le cycle cellulaire. En bloquant la production de cette protéine 
l’apoptose  des  cellules  tumorales  est favoriséeet on bloque leur cycle cellulaire est bloqué. 
Ces effets cumulés permettent  la prolifération tumorale. 

Lors de cet essai, la régression tumorale a été évaluée au cours du temps en injectant à 
intervalles réguliers des SIRNAPLUS dans   les   tumeurs.   L’efficacité   des   SIRNAPLUS   a   été  
évaluée en mesurant la taille des tumeurs au cours du traitement. 

Des SIRNAPLUS ciblant le gène de la survivine, des duplexes contrôles négatifs ciblant un 
autre gène non exprimé chez la souris et le contrôle constitué de PBS seulement ont été 
injectés dans les tumeurs pour évaluer leur progression. Les injections dans les tumeurs ont 
débutés lorsque les tumeurs ont atteint des tailles de 50 mm3. Les 3 groupes de souris 
traitées étaient constitués de 9 souris. Les injections dans les tumeurs ont eu lieu 1 jour sur 2 
jusqu’au  16eme jour où les souris ont été sacrifiées. A chaque injection, 5 µg de SIRNAPLUS 
ont été injectés dans 50 µL de tampon phosphate salin (PBS) et dans le cas du groupe de 
souris contrôles, 50 µl de PBS ont été injectés. 

Après 16 jours de traitement, on remarque que la progression tumorale a été inhibée 
d’environ   60%  pour   les   souris   traitées   avec   les   SIRNAPLUS   survivine en comparaison avec 
celles qui ont seulement reçu les injections de PBS (Figure 88). Cependant on remarque 
également que les duplexes contrôles négatifs qui ne ciblent pas le gène de la survivine ont 
également un léger effet aspécifique. Des essais ont été réalisés ne montrant aucune 
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extinction   du   gène   cible   avec   une   dose   à   1   µg/50   µl   de   PBS,   nous   pensons   qu’une   des  
solutions   envisageables   pour   réduire   l’aspécificité   serait   donc   d’administrer   des   doses 
comprises  entre  la  dose  actuelle  à  5  µg/50  µL  et  la  dose  présentant  très  peu  d’effet  1  µg/ 50 
µl.  D’autres  essais  restent  donc  à  effectuer  afin  de  trouver  le  bon  compromis  entre  efficacité  
et aspécificité. 

 

Figure 88 : Activité anti-tumorale des SIRNAPLUS. Evolution de la taille des tumeurs sous-cutanées injectées 
avec des SIRNAPLUS. 
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CONCLUSION GENERALE 
 

Les  quatre  bases  nucléiques  codent  pour   l’information  génétique  portée  par   l’ADN  dont   la  
transmission est   basée   sur   l’hybridation   complémentaire   des   acides   nucléiques.  
L’hybridation  des  acides  nucléiques  est  la  base  de  différentes  techniques  qui  s’appliquent  à  
la fois au domaine du diagnostic et à la fois au domaine de la thérapie. 

Ce travail de thèse porte sur la synthèse et le développement de conjugués oligonucléotide- 
oligospermine qui peuvent être de charge globale, soit positive, soit négative. Les conjugués 
sont   synthétisés   sur   un   synthétiseur   automatique   d’oligonucléotides   et   la   spermine  
phosphoramidite est ajoutée à   l’oligonucléotide afin   d’obtenir le nombre de spermines 
souhaité. 

Dans un premier temps nous avons travaillé sur le développement des ZNAs (« Zip Nucleic 
Acid ») qui sont des conjugués oligonucléotide-oligospermine sur lesquels sont greffées 
quelques unités spermines et qui sont de charge globale négative. Ces conjugués conservent 
leur   spécificité   d’hybridation   portée   par   la   partie   oligonucléotide   et   présentent un fort 
potentiel comme outils de techniques de biologie moléculaire, notamment en tant 
qu’amorce   et   sonde   PCR.   Nos   efforts   se   sont   concentrés   sur   la   synthèse   des   ZNAs   mais  
également  sur  l’évaluation  de  la  stabilité  des  amorces  et  des  sondes  ZNAs en milieu basique. 
Les résultats de cette étude nous ont permis de mettre en évidence la fragilité en milieu 
basique de notre synthon C4 spermine phosphoramidite initialement utilisé. En 
conséquence, nous avons synthétisé un synthon C3 qui est plus résistant aux conditions 
basiques et qui pourra être utilisé dans le futur. 

Les études de PCR en temps réel ont montré la grande affinité des ZNAs pour leurs 
séquences  cibles  sans  que  leur  spécificité  ne  soit  affectée.  L’étude  sur  les  ZNAs  a  également  
démontré que lorsque les ZNAs sont utilisés comme amorces de PCR, ils permettent de 
travailler à des températures   d’hybridation   élevées   avec   de   faibles   concentrations   en  
amorce et en magnésium. Les amorces ZNAs ont également démontré que leur cinétique 
d’hybridation  accrue   leur permettait d’être utilisées avec des cycles de PCR beaucoup plus 
courts. Les études effectuées révèlent également que les amorces ZNA semblent être un 
outil de choix pour amplifier les régions riches en bases A et T. Les résultats indiquent que 
les  amorces  permettent  d’obtenir  de  très  bons  rendements  pour  la  réaction  de  transcription 
inverse  de  l’ARN  en  ADN  complémentaire.   

Nos études montrent que  les  ZNAs  peuvent  être  très  efficaces  lorsqu’ils  sont  utilisés  comme  
sondes  d’hydrolyse,  portant un fluorophore et un « quencher ». La présence des unités de 
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spermine  sur   les  sondes  d’hydrolyse  ZNAs  permet  d’augmenter   leur  température  de  fusion  
sans  affecter  leur  pouvoir  discriminant.  Les  sondes  d’hydrolyse  que  nous  avons  synthétisées  
pour  ces  essais  portaient  4  à  5  spermines.  Nous  avons  montré  que   les  sondes  d’hydrolyse  
ZNAs sont simples à utiliser et à « designer »  sur  la  base  uniquement  de  l’augmentation  de  
Tm apportée par le domaine cationique. De plus, elles peuvent être utilisées dans des 
conditions standards de PCR. Le repliement de la queue polyspermine sur la sonde permet 
au « quencher » et  au  fluorophore  de  la  sonde  de  se  rapprocher  dans  l’espace  ce  qui  induit  
une meilleure réduction du bruit de fond intrinsèque des sondes lors de la réaction de PCR. 

D’autres   études   restent   à   réaliser   pour   déterminer   les   règles   qui   définissent   le   nombre  
adéquat de spermines à greffer sur les ZNAs, particulièrement en fonction de leurs 
séquences  en  bases.  Cela  permettrait   de  disposer  d’un  outil   de   « design » très pointu des 
sondes et des amorces. Ces progrès devraient permettre une utilisation plus en routine des 
ZNAs dans le domaine du diagnostic. 

Dans un deuxième temps, nos   travaux   ont   portés   sur   l’utilisation   des   conjugués  
oligonucléotide-oligospermine pour la thérapie. Nous nous sommes consacrés à démontrer 
le potentiel de ces conjugués dans le domaine   de   l’ARN   interférence.   Les   siRNAs   sont  
habituellement formulés à partir de polymères ou de lipides cationiques pour former des 
particules qui sont capables de se lier à la surface chargée négativement des cellules, pour 
ensuite être internalisées. La diffusion des particules dans les tissus est très faible 
lorsqu’elles  sont  administrées  in vivo. En conséquence nous avons développé les SIRNAPLUS 
cationiques, contenant un conjugué ARN-oligospermine,   qui   sont   théoriquement   à   l’état  
moléculaire en solution si leur charge globale est positive. 

Les SIRNAPLUS comportent un grand nombre de spermines (environ 30 unités pour un 
duplexe  d’environ  40  bases)  de  façon  à  changer  la  charge  négative  des  duplexes  de  siRNA  en  
charge   globale   positive.   Afin   d’obtenir   des   conjugués ARN-oligospermine les plus 
monodisperses indispensables pour les applications in vitro et in vivo, nous avons dû 
améliorer   les   rendements   de   couplage   de   la   spermine   phosphoramidite   pour   qu’ils  
atteignent  98%  et  qu’ils  soient  comparables  à  ceux  des  phosphoramidites ARNs standards. 
Les  différents  essais  de  déprotection  des  conjugués  cationiques  nous  ont  permis  d’aboutir  à  
l’utilisation   d’une   méthode   de   déprotection   efficace.   Nous   avons   également   amélioré   la  
purification des conjugués ARN-oligospermine malgré la faible résolution obtenue en IEX-
HPLC pour obtenir une pureté finale proche de 85%. Les résultats des tests sur la formation 
des  duplexes  SIRNAPLUS  cationiques  nous  montrent  que  leur  formation  est  simple  puisqu’il  
suffit   d’incuber   les   brins   sens cationiques et les brins antisens en quantités équimolaires 
dans  l’eau  pendant  30  min.  Les  résultats  nous  montrent  également  qu’à  pH=7,  il  y  3  amines  
sur  4  qui  sont  protonées.  L’utilisation  de  SIRNAPLUS  fluorescents  nous à permis de montrer 
que leur entrée dans les cellules est en corrélation avec le nombre de spermine greffées par 
conjugué,  plus   les  SIRNAPLUS  sont  positifs  plus   ils   s’accumulent  dans   les  cellules.  Les   tests  
biologiques in vitro montrent que les duplexes sont actifs à des concentrations comprises 
entre 25 et 150 nM. Ces résultats obtenus montrent que les SIRNAPLUS ne sont que 
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légèrement moins efficaces que les systèmes particulaires in vitro.  L’activité  des  SIRNAPLUS  
diminue très légèrement en présence de sérum mais ils sont toujours actifs ce qui est un bon 
prérequis pour une utilisation in vivo. En outre, il apparaît que la queue polyspermine des 
duplexes semble protéger ces derniers vis-à-vis des dégradations induites par les nucléases. 
La queue cationique semble également responsable des interactions des SIRNAPLUS avec les 
protéines  du  sérum  ce  qui  leur  permet  potentiellement  d’améliorer  leur  biodisponibilité. 

Les   SIRNAPLUS   sont   théoriquement   à   l’état   moléculaire   en   solution   et   doivent   avoir   une  
taille   proche   d’un   siRNA   non   conjugué.   Les   observations au microscope électronique en 
transmission   et   au   microscope   à   force   atomique   montrent   qu’en   solution   les   duplexes 
SIRNAPLUS   ne   forment   pas   d’agrégats   notables   et   restent   à   l’état   moléculaire.   Les  
observations montrent que leurs tailles sont de l’ordre  d’une  dizaines  de  nanomètres.     

C’est  avec  un  certain  nombre  de  propriétés  avantageuses  que  nous  avons  initié  des  études  in 
vivo chez la souris. Les premiers essais de biodistribution après injection par voie systémique 
montrent que les SIRNAPLUS sont éliminés beaucoup moins rapidement que les siRNAs ne 
portant pas de spermine. Les résultats indiquent une forte accumulation des SIRNAPLUS 
dans  le  foie,  qui  devient  donc  un  organe  cible  pour  de  futurs  essais  d’activité. 

Nous avons également initié la démonstration  de  la  preuve  d’activité  des  SIRNAPLUS  dans  un  
modèle  d’injection  locale,  par  voie  intra-tumorale. Des SIRNAPLUS dirigés contre la survivine 
et injectés dans des xénogreffes de mélanomes induisent une inhibition significative des 
tumeurs. Ces premiers essais in vivo encourageants sont à poursuivre, notamment pour 
prouver   le   mécanisme   d’action   et   évaluer   les   paramètres   pharmacologiques   de   ces  
molécules. Des essais par administration systémique des SIRNAPLUS sont en cours et 
devraient nous permettre de définir le réel potentiel thérapeutique de cette technologie. 
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MATERIELS ET METHODES 
 

A. GENERALITES. 
 

1. Solvants et réactif chimiques. 
 

Les réactifs de synthèse organique ont été fournis par la société Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin-Fallavier, France). Les réactifs nécessaires à la synthèse des oligonucléotides ont été 
fournis par la société Glen Research (Sterling, Etats-Unis). Les solvants de synthèse ont été 
fournis par la société Carlo-Erba (Val de Reuil, France).   Avant  d’être   utilisé   l’acétonitrile a 
systématiquement été séché sur du tamis moléculaire 4 Å (Trap Pack, Bioautomation, Plano, 
Etats-Unis). 

 

2. Spectroscopie UV-visible et mesure des températures de fusion. 
 

Les   spectres   d’absorption   UV-visible et les mesures de températures de fusion ont été 
effectués sur un spectrophotomètre Cary 100 (Varian, Les Ulis, France) équipé d’un   bloc  
pelletier pour le contrôle des températures. 

 

B. SYNTHESE AUTOMATISEE DES CONJUGUES OLIGONUCLEOTIDE-
OLIGOSPERMINE. 

 

1.  Synthèse ADN. 
 

Les bases ADN phosphoramidite « UltraMild », Pac-dA-CE, Ac-dC-CE, iPr-Pac-dG-CE, dT-CE 
sont diluées à 0,07 M  avec  de  l’acétonitrile  anhydre  puis  séchées  avec  un  sachet  de  TrapPack  
(Tamis moléculaire 4 Å) pendant 2 nuits. Pour le couplage des bases ADN, les réactifs utilisés 
sont : Cap Mix A (THF/ Pac2O) ; Cap Mix B (10% MeIm dans THF/pyridine 8/1) ; solution 
oxydante (0,02 M I2 dans du THF/pyridine/H2O) ;   Solution   de   déblocage   (solution   d’acide  
trichloroacétique à 3% dans du dichlorométhane). Le temps de couplage des bases ADN est 
de 45 secondes et  9  équivalents  d’amidite  sont  introduits  à  chaque  couplage. 

2. Synthèse ARN. 
 

Les bases ARN phosphoramidite,   5’-DMT-2’-TOM Adenosine (n-acétyl),   5’-DMT-2’-TOM 
Uridine, 5’-DMT-2’-TOM Guanosine (n-acétyl), 5’-DMT-2’-TOM Cytidine (n-acétyl) sont 
diluées à 0,07 M  dans   de   l’acétonitrile   anhydre   puis   séchées   avec   un   sachet   de   TrapPack  
(Tamis moléculaire 4 Å) pendant 2 nuits. Pour le couplage des bases ARN, les réactifs utilisés 
sont : Cap Mix A (THF/ Pac2O) ; Cap Mix B (10% MeIm dans THF/pyridine 8/1) ; solution 
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oxydante (0,02 M I2 dans du THF/pyridine/H2O) ;   Solution   de   déblocage   (solution   d’acide  
trichloroacétique à 3% dans du dichlorométhane). Le temps de couplage des bases ARN est 
de 2 min  et  9  équivalents  d’amidite  sont  introduits  à  chaque  couplage.   

3. Synthèse oligospermine. 
 

La spermine phosphoramidite est diluée à 0,07 M  avec  de  l’acétonitrile  anhydre  puis  séchées  
avec un sachet de TrapPack (Tamis moléculaire 4 Å) pendant 2 nuits. Pour le couplage de 
spermine phosphoramidite diméthoxytrityle, les réactifs utilisés sont : Cap Mix A 
(THF/Pac2O) ; Cap Mix B (10% MeIm dans THF/pyridine 8/1) ; solution oxydante (0,02 M I2 
dans du THF/pyridine/H2O) ; solution de  déblocage  (solution  d’acide  trichloroacétique  à  3%  
dans du dichlorométhane). Le temps de couplage des spermines phosphoramidites est de 5 
min  et  17  équivalents  d’amidite  sont  introduits  à  chaque  couplage. 

4. Traitement post-synthèse. 
 

Pour  éviter   la   formation  d’adduits  cyanoéthyles,   les  conjugués  ADN  ou  ARN  encore  greffés  
sur la CPG sont traités pendant 20 min avec un flux continu de diéthylamine (DEA) à 20% 
dans  de  l’acétonitrile  anhydre  (environ  50  mL). 

5. Clivage du support solide. 
 

Pour une échelle de synthèse de conjugués ADN de 0.5µ moles, le clivage du support solide 
se fait avec 500 µL   d’ammoniaque   concentré en même temps que la déprotection des 
nucléobases.  

Pour une échelle de synthèse de conjugués ARN de 0.5 µmoles, le clivage du support solide 
se fait avec 500 µL de méthylamine aqueuse/méthylamine éthanolique 1/1 (EMAM) pendant 
1 h à température ambiante. Ensuite la CPG est séparée des conjugués oligonucléotide-
oligospermine en solution pour les étapes de déprotection. 

6. Déprotection et purification des conjugués ADN-oligospermine. 
 

La déprotection des nucléobases ADN se fait avec 500 µL  d’ammoniaque  concentré pendant 
18 h à température ambiante (même solution que celle qui a servi au clivage des conjugués 
du support solide). Les conjugués ADN bruts sont ensuite directement purifiés sur 
cartouches de phase inverse C18. Nous utilisons des colonnes Glen Pak (Glen Research, 
Sterling, Etats Unis) et nous suivons le protocole décrit par le fabriquant pour effectuer la 
purification. 

 

C. ETUDE DE STABILITE DES CONJUGUES OLIGONUCLEOTIDE-
OLIGOSPERMINE. 
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1. Etude de stabilité des amorces PCR dans les conditions élevées de 
température de PCR.  

 

Pour évaluer la stabilité des ZNAs dans les conditions drastiques de la réaction de 
polymérase en chaine (résultats Figure 60 A), nous avons incubé les conjugés  d’oligonucléotide 
modèle Z5T10 dans du Tris-EDTA (10/1 mM), pH=8 à 90°C. Pour cela le conjugué Z5T10 brut a 
été séparé en trois aliquots de 500 µL qui ont été incubés à 90°C dans un bain marie. Les 
analyses HPLC aux temps t=0, 45 min et 90 min ont été effectuées après avoir refroidis les 
tubes incubés durant 10 min sur de la glace. 

2. Etude de stabilité des amorces PCR dans les conditions de reprise des 
ZNAs dans  une  solution  d’ammoniaque  à  50  mM.  

 

Les ZNAs peuvent être   difficiles   à   resolubiliser   dans   l’eau   pour   cela   nous   utilisons   une  
solution d’ammoniaque   à   50  mM   pour   les   reprendre (résultats Figure 60 B). Pour évaluer la 
stabilité des ZNAs dans cette solution de reprise, nous avons incubé un conjugué 
d’oligonucléotide modèle Z3T10 dans  de  l’ammoniaque  50  mM  à  90°C. Pour cela le conjugué 
Z3T10 brut après lyophilisation a été repris avec 1,5 mL de NH4OH puis séparé en trois 
aliquots de 500 µL qui ont été incubés à 90°C au bain marie. Les analyses HPLC aux temps 
t=0, 45 min et 90 min ont été effectuées après avoir refroidis les tubes incubés durant 10 
min sur de la glace. 

3. Etude de la stabilité des amorces de PCR ZNAs dans les conditions de 
déprotection rapide « Ultra-Mild ».  

 

Le conjugué ZNA modèle Z10T10 brut (échelle de synthèse 0,5 µmoles) a été incubé 1 h à 
température ambiante dans 500 µl de NH4OH concentré pour être clivé du support solide 
(résultats Figure 61 A). La solution de clivage a ensuite été séparée en 5 aliquots de 100 µL. 400 
µl de NH4OH concentré ont ensuite été ajoutés à chaque aliquot de 100 µL pour obtenir un 
volume final par aliquot de 500 µL. Les tubes ont ensuite été incubés durant 30, 60, 300 et 
390 min à 65°C. Pour les analyses, 20 µL de l’échantillon  sont  complétés  à 100 µL d’H2O puis 
sont injectés sur la colonne HPLC après que les échantillons aient été refroidis durant 10 min 
sur de la glace. 

4. Etude  de  stabilité  des  sondes  d’hydrolyse  ZNAs en fonction du pH et du 
temps  d’incubation. 

 

Une solution stock de sonde   d’hydrolyse   ZNA   FAM-ADN22-Z4-BHQ1 a été séparée en 15 
aliquots sur lesquels ont été ajoutés une solution de Tris 50 mM à différents pH (7,5, 8, 8,6, 
9, et 10,2). Trois aliquots sont préparés pour chaque condition de pH étudié (résultats Figure 61 
B). Ensuite, les aliquots ont été incubés à 65°C pendant 4 et 24 h. Les analyses des aliquots 
ont ensuite été effectuées sur un gel de type SDS-PAGE (cf paragraphe suivant pour la 
réalisation du gel SDS page). 

 

5. Etude de stabilité du domaine oligospermine.  
 



 Matériels et méthodes  
 

190 
 

Le conjugué ZNA modèle Z3T10 après sa purification HPLC et lyophilisation a été repris dans 
800   µL   d’ammoniaque   concentré   puis   divisé en 4 aliquots de 200 µL. Ensuite, 300 µL de 
NH4OH concentré ont été ajouté par aliquot avant  d’incuber les échantillons à 65°C durant 1, 
3, 5 et 7,5 h. Puis, 20 µL de chaque échantillon complétés à 100 µL d’H2O été injectés sur la 
colonne HPLC après que les aliquots aient été préalablement refroidis durant 10 min sur de 
la glace (résultats Figure 64). Des analyses de masse EsiTof ont été effectuées sur les 
échantillons par le Dr. Jean-Marc Strub, CNRS-UNISTRA, Strasbourg (cf paragraphe suivant 
pour les conditions). 

 

6. Stabilité en fonction du nombre de carbones entre le phosphate et 
l’amine. 

 

Des oligonucléotides modèles T10 ont été modifiés avec des motifs aminoalkyles en C6 et C3.  
Après purification HPLC et lyophilisation, les conjugés ont été repris dans 800 µL 
d’ammoniaque  concentré  puis  séparés en 4 aliquots de 200 µL. Le volume des échantillons a 
été complété avec 300 µL de NH4OH concentré puis les échantillons ont été incubés durant 
1, 3, 5 et 7,5 h à 65°C. Pour  l’analyse,  20 µL de chaque condition qsp 100 µL d’H2Oont été 
injectés sur la colonne HPLC après que les échantillons aient été préalablement refroidis 
durant 10 min sur de la glace (résultats Figure 65). 

 

7. Etude comparative de la stabilité de conjugués synthétisés avec la 
spermine phosphoramidite C3 ou C4. 

 

Les conjugués ZNAs Z8T10 ont été synthétisés avec la spermine phosphoramidite C4 et C3. 
Après avoir été purifiés et lyophilisés ils ont  été  repris  dans  600  µL  d’ammoniaque  concentré  
puis ont été divisés en trois aliquots de 200 µL chacun. Ensuite, 300 µL de NH4OH concentré 
ont été ajoutés dans chacun les aliquots  avant  qu’ils  ne  soient  incubés  au  bain  marie  à  65°C  
durant 1, 8 et 24 h. Pour  l’analyse,  20 µL de chaque condition complété avec 100 µL d’H2O 
et contenant un étalon interne (20-mère thymidine pur à 95%) ont été injectés sur la 
colonne HPLC après que les échantillons aient été préalablement refroidis durant 10 min sur 
de la glace (résultats Figure 67). Le pourcentage du pic majoritaire (produit Z8T10) est rapporté à 
l’aire  du  pic  de  l’étalon  interne pour déterminer le pourcentage de composé non dégradé.  

D. DEPROTECTION ET PURIFICATION DES CONJUGUES ARN-OLIGOSPERMINE. 
 

1. Déprotection des conjugués ARN-oligospermine. 
 

Le déprotection des conjugués ARN-oligospermine se fait en deux étapes. La première étape 
consiste à déprotéger les  nucléobases,  pour  cela  l’oligonucléotide  est  incubé  une  nuit  à  25°C  
dans 500 µL  d’EMAM  (la  même  solution  que  celle  qui  a  servi  pour  le  clivage des conjugés du 
support solide). La   solution   d’EMAM   est   ensuite concentrée au « Speed-Vac » pendant 
90 min jusqu’à   obtenir   environ   100 µL de solution concentrée. Ensuite on ajoute 600 µL 
d’H2O RNAse free (Lonza) puis  on  lyophilise  jusqu’à  obtenir  un  culot. 
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La   deuxième   étape   consiste   à   déprotéger   les   positions   2’-OH protégées avec des 
groupements TOM, pour cela le culot obtenu est incubé durant une nuit dans 500 µL  d’une  
solution de TBAF à 1 M dans du THF. Les conjugués ARN-oligospermine sont ensuite 
précipités avec une solution contenant 21 µL  d’une   solution  d’acétate  de   sodium à 3M et 
820 µL de butanol. La solution de déprotection précipitée est incubée durant 1 h à -80°C puis 
centrifugée durant 30 min à 12000 g à 4°C. Le surnageant est séparé du culot puis lavé deux 
fois avec 500 µL  d’éthanol  à  80%  froid.  Ensuite  le  culot  est  repris  dans  500 µL  d’H2O  RNase  
free puis agité vigoureusement pendant 15 min.   Le   culot   obtenu   n’est   pas   totalement  
soluble, nous centrifugeons de nouveau le tube 30 min à 14000 g à 4°C puis séparons le culot 
contenant les impuretés du surnageant contenant nos conjugués (résultats de la Figure 79). Le 
surnageant est ensuite lyophilisé pour obtenir nos conjugués ARN-oligospermine bruts. 

 

2. Purification des conjugués ARN-oligospermine. 
 

Les conjugués ARN-oligospermine   sont   purifiés   sur   colonne   échangeuse   d’anions   sur une 
HPLC   Dionex   Ultimate   3000   (Dionex,   Courtaboeuf,   France)   munie   d’un   injecteur  
automatique  et  d’un  collecteur  automatique pour plaque 96 puits. Pour la purification, nous 
utilisons une colonne Dionex DNAPac PA200 9x250 mm. Les conditions utilisées sont les 
suivantes : éluant A : NH4OH 0,1 M + 10% ACN ; éluant B : éluant A + 1 M NaCl ; gradient 0 à 
23% de B en 23 min ; débit 2,5mL/min ; température 35°C. 

 

E. ANALYSES HPLC DES CONJUGUES ADN-OLIGOSPERMINE ET ARN-
OLIGOSPERMINE. 

 

1. HPLC 
 

Les conditions analytiques   d’HPLC de nos conjugués sont identiques à celles de la 
purification HPLC  sauf  que  pour  l’analyse  nous  utilisons  une  colonne  DNAPac  PA  200  avec  un  
diamètre inférieure : 4x250 mm. Le débit utilisé est de 1ml/min. 

2. Spectrométrie de masse Esi-Tof. 
 

Les spectres de masses ont été réalisés par le Dr. Jean-Marc Strub (CNRS-UNISTRA, 
Strasbourg) en mode ionisation négative sur un spectromètre Q-TOF (Synapt G2 HDMS, 
Waters, Guyancourt, France) avec un ioniseur nano-spray automatique (NanoMate, Advion, 
Ithaca, Etats-Unis).  

 

3. Spectrométrie de masse Maldi Tof 
 

Les spectres de masses ont été réalisés en mode ionisation positive sur un appareil Bruker 
Daltonics  Reflex  IV.  La  matrice  utilisée  est  l’acide 3-hydroxypicolinique. Elle est préparée en 
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saturant une solution d’H2OmQ/acétonitrile/acide trifluoroacétique (50/50/0,5) avec de 
l’acide  hydroxypicolinique.  On  dépose  ensuite  0,5 µl  d’échantillon  à  analyser  puis  0,5 µL de 
matrice puis on laisse sécher  à  l’air  libre  pour  que  l’échantillon  co-cristallise avec la matrice. 

 

4. Analyse des conjugés ARN-oligospermine sur gel de type SDS-PAGE. 
 

L’analyse   des   conjugués   cationiques   simple   brin   se   fait   sur   gel   d’électrophorèse   12%   Tris-
glycine de type SDS-PAGE (gel de dépôt : 5% acryl-bisacrylamide 19 :1/SDS 0.1% ; gel de 
résolution, 12% acryl-bisacrylamide 19 :1/SDS 0.1%). Les échantillons sont dilués dans du 
tampon  de  charge   (glycerol5%/SDS  0.1%   final)  avant  d’être   chargés sur gel. Le tampon de 
migration utilisé est constitué de Tris 0,025 M, glycine 0,192 M et du SDS à 0,1% final. 

5. Vérification de la formation des duplexes SIRNAPLUS sur gel. 
 

Pour contrôler la formation des duplexes nous utilisons des gels à gradient 10-20% Tris-
Tricine pré-coulés fournis par Bio-Rad (Marnes-la-Coquette, France). Le tampon de migration 
utilisé est du Tris-Tricine 10 mM/0,01% SDS à pH 8,3. 

 

 

F. MESURE DE TAILLE DES DUPLEXES SIRNAPLUS. 
 

1. Diffusion dynamique de la lumière. 
 

Dans le chapitre 5, je vous ai décrit les essais effectués pour tenter de déterminer la taille 
des duplexes SIRNAPLUS en utilisant la technique de DLS (« Dynamic Light Scattering). La 
taille apparente des duplexes SIRNAPLUS a été mesurée en utilisant les paramètres suivants : 
temps  d’acquisition de 90 s ; indice de réfraction du milieu de 1,30402 ; indice de réfraction 
de 1.47 ; viscosité du milieu de 1.015 ; température de 25°C. Les mesures de taille ont été 
effectuées avec un appareil NanoZS (Malvern Instrument, Paris, France). Ce  type  d’appareil,  
quantifie l’intensité lumineuse rétrodiffusée aux petits angles par les objets en solution, ce 
qui  lui  permet  d’être  très  sensible  tout  en  limitant  le  bruit  de  fond. 

 

2. Microscopie électronique en transmission. 
 

Les images de microscopie électronique en transmission ont été obtenues par dépôt de 5 µL 
d’échantillon  à  une  concentration  de  20  µM  dans  l’eau  sur  des  grilles  recouvertes  d’une  fine  
couche de carbone pendant 1 min,  puis  ajout  de  30  µL  d’une  solution  d’acétate  d’uranyle  à  
2% pendant 1 min pour effectuer la coloration négative  de   l’échantillon.  L’excès  de   liquide  
est  ensuite  retiré  à   l’aide  d’un  papier  absorbant.  Les  grilles  sont   laissées pendant quelques 
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minutes  à  l’air  libre  pour  finir  de  sécher.  On  observe  ensuite  les  échantillons  au  microscope  
électronique (Philips EM 410). 

 

3. Microscopie à force atomique. 
 

Les duplexes SIRNAPLUS ont directement été analysés en solution à 20 µM  dans   l’eau.  Les  
échantillons ont été observés dans une cellule avec un microscope à force atomique en 
mode « tapping » (Nanoscope III, Digital Instrument, Santa Barbara, Etats Unis). Nous avons 
utilisé un « cantiliver » Olympus à fine pointe (10 nm) avec une fréquence de résonance de 
300 KHz  avec  une  constante  d’élascticité  à  42 mN/m. 

 

4. Expérimentation animale. 
 

Les études sont réalisées en accord avec les règlementations françaises en vigueur 
concernant   l’expérimentation   animale   et   les   protocoles   utilisés   ont   été   préalablement  
approuvés par le Direction des Services Vétérinaires. Les expériences ont été réalisées à la 
Clinique de la Souris (Illkirch, France). Des souris nude NMRI âgées de 5 semaines ont été 
obtenues auprès   d’Elevage Janvier (Le Genset Saint Isle, France). Pour établir les 
xénogreffes, les cellules de melanoma murin B16-F10 cells (1 x 106 cellules dans 100 µl de 
milieu de culture sans serum) sont injectées dans le flanc droit sous la peau des souris. Les 
injections dans les tumeurs ont débutés lorsque les tumeurs ont atteint un volume moyen 
de 50 mm3. Les injections intra-tumorales ont été réalisées tous les 2 jours. A chaque 
injection 5 µg de SIRNAPLUS (spécifique ou non spécifique) ont été injectés dans 50 µL de 
tampon phosphate salin (PBS) et dans le cas du groupe de souris contrôles, 50 µl de PBS ont 
été injectés. Chaque groupe est constitué de 9 souris. 

 

 

5. Bio-imagerie des souris  
 

Pour  l’étude  de  la  biodistribution,  un  SIRNAPLUS modèle contenant les séquences  d’un  
duplexe de siRNA GL3 luciférase et greffé avec 30 spermines a été utilisé. Le brin antisens 
GL3 luciférase a été marqué par la cyanine-5 en  position  3’  et  il  a  été  produit  par la société 
Eurogentec (Liège, Belgique). Après injection des SIRNAPLUS par la voie rétro-orbitale 
(injection systémique), les souris  sont  placées  dans  l’appareil  d’imagerie  (IVIS100 xenogen, 
Caliper) et la fluorescence rouge émise est imagée.  
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ABREVIATIONS 
 

A Adénine 
Abs Absorbance 
Ac2O Anhydride acétique 
ADN Acide désoxyribonucléique 
ADNc Acide désoxyribonucléique complémentaire 
Ago2 Argonaute 2 
Apo B Apolipoprotéine B 
ARN Acide ribonucléique 
ARNm Acide ribonucléique messager 
ARNt Acide ribonucléique de transfert 
as brin antisens 
ASO Antisens Oligonucleotide 
BTT 5-benzylthio-1H-tetrazole 
C Cytosine 
Conc Concentration 
CPG 
 

Controlled pore glass 
(matrice de verre à taille de pore contrôlée) 

CPP 
 

Cell-penetrating peptide 
(peptide de pénétration cellulaire) 

Cy3 Cyanine 3 
Cy5 Cyanine 5 
Da Dalton 
Do Densité optique. 
DCC N, N'-dicyclohexylcarbodiimide 
DMT Diméthoxytrityle 

EDTA 

Coefficient  d’extinction  molaire 
Acide éthylènediaminetetraacétique 

EMAM Méthylamine éthanolique/Méthylamine aqueuse 
ESI Ionisation électrospray 
ESE Exonic Splicing Enhancer 
Ex 
FRET 

Exemple 
Fluorescence Resonance Energy Transfer 

G Guanidine 
Hz Hertz 
l Longueur du trajet optique 
lcaa Long chain alkylamino 
LNA Locked Nucleic Acid 
m Multiplet 
MALDI Ionisation désorption laser assistée par matrice 
Mes 2,4,6-triméthylphényle 
MET Microscopie  à  transmission  d’électron 
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MGB Minor Groove binder (molécule de liaison au petit sillon) 
miRNA Micro-RNA 
2’-MOE 2’-O-Méthoxyéthyle 
MS Spéctrométrie de masse 
N Nucléotide 
n.d. non déterminé 
2’-OMe 2’-O-Méthyle 
Pac Phénoxyacétyle 
Pac2O Anhydride phénoxyacétique 
PAGE PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 
PBS Tampon phosphate salin 
PCR Réaction en chaîne par polymérase 
PEI Polyéthylèneimine 
PEG Poly (éthylèneglycol) 
PMO Morpholinos phosphorodiamidates 
PNA Peptide Nucleic Acid 
Pri-miRNA micro ARN primaire 
Pre-miRNA micro ARN précurseur 
PS Phosphorothioate 
PSAM Antigène membrannaire prostatique spécifique. 
QSP Quantité Suffisante Pour 
Réf. Référence 
RISC RNA-Induced Silencing Complex 
RLU Relative light units 
RNAse Ribonucléases 
RMN Résonance Magnétique Nucléaire 
SDS Sodium Dodécyl sulfate 
shRNA Short hairpin RNA 
siRNA Small interfering RNA 
ss Brin sens 
SSO Splice-switching oligonucléotide. 
TAMRA Carboxytetramethylrhodamine 
TBDMS tert-Butyldimethylsilyle 
TCA Acide trichloroacétique 
THF Tétrahydrofurane 
TFA Trifluoroacétyle/acide trifluoroacétique 
TFO 
TLR 

Triplex Forming Oligonucléotide 
Toll-Like Receptor 

TOF Temps de vol 
Tm 
TRBP 

Température de fusion 
HIV Transactivating Response RNA-Binding Protein 

Tris Tris (hydroxyméthyl)aminoéthane. 
U Uracile 
UNA Unlocked Nucleic Acid 
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USD United State Dollar 
UV Ultraviolet 
3'-UTR untranslated region (région non traduite de l'extrémité 3' de l'ARNm) 
5'-UTR 
VEGF 

untranslated region (région non traduite de l'extrémité 5' de l'ARNm) 
Vascular Endothelial Growth Factor 

VIH Virus  de  l’immunodéficience  humaine 
ZNA Zip Nucleic acid 
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Clément PARIS 
Développement  d’oligonucléotides  

cationiques pour l’hybridation moléculaire et 
la thérapie. 

 

Les oligonucleotides sont utilisés pour de nombreuses applications dans le domaine du diagnostic et ils peuvent également être 
utilisés comme traitement pour de nombreuses maladies. Les oligonucléotides sont des polyanions  qui  viennent  s’hybrider  sur  leurs  
séquences  complémentaires  elles  aussi  anioniques.  Les  répulsions  électrostatiques   impliquent  que  l’addition  de  charges  positives 
sur les oligonucléotides serait bénéfique pour diminuer les répulsions et améliorer l’hybridation.   Dans   le   but   de   diminuer   ces  
répulsion électrostatique des conjugués oligonucléotide-oligocation sur lesquels sont greffées des unités spermines ont été 
développés. Les conjugués oligonucléotide-oligocation sont synthétisés sur un synthétiseur   automatique   d’oligonucléotide   en  
utilisant la chimie des phosphoramidites. Les « Zip Nucleic Acid » ou ZNAs sont des oligonucléotides portant une queue cationique 
de quelques unités de spermine et sont de charge globale négative. Les modifications apportées   permettent   d’améliorer  
l’hybridation  en  accélérant  la  reconnaissance  de  la  séquence  cible  et  en  augmentant  la  température  de  fusion  linéairement  avec le 
nombre de spermines greffées sans altérer la spécificité. Les ZNAs se révèlent être efficaces utilisés comme amorces ou sondes en 
PCR et ils apparaissent comme de nouveaux outils intéressants pour la biologie moléculaire. Les petits ARN intérferents (siRNA) 
induisant  l’extinction  d’un  gène  par  la  voie  d’ARN  interférence    ont  suscités  un  grand  engouement ces dernières années, cependant 
leur   très   faible   pénétration   cellulaire   est   un   frein   majeur   à   leur   utilisation.   C’est   pour   cela   que   les   conjugués   oligonucléotide-
oligospermine ont un réel intérêt pour le domaine de la thérapie in vivo. Les duplexes SIRNAPLUS cationiques sont des siRNAs 
ciblant  spécifiquement  un  ARN  messager.  Ils  sont  constitués  d’un  brin  sens  ARN-oligospermine de charge globale positive hybridé à 
un brin antisens. Les résultats ont montré que les SIRNAPLUS pouvaient entrer seuls dans les cellules sans agent de transfert pour 
induire  l’extinction  d’un  gène  cible et  les  premières  expériences  montrent  qu’ils  sont  actifs   in vivo. Mes travaux de thèse ont porté 
sur le développement des conjugués oligonucléotide-oligospermine et démontrent des applications potentielles dans le domaine 
du diagnostic et de la thérapie. 

Mot clés : Oligonucléotides, spermine, ZNA, PCR, SIRNAPLUS, ARN intérférence 

 

Oligonucleotides are finding an extremely large number of applications in molecular diagnostics and might become a very selective 
class of drugs for the treatment of a vast palette of diseases. Oligonucleotides are polyanions that exert their specific activity 
following hybridization to a complementary sequence borne by another polyanionic nucleic acid. Simple electrostatic 
considerations imply that hybridization energy and cell binding could benefit from addition of cationic groups to the 
oligonucleotide structure. Towards the aim of improving hybridization by decreasing electrostatic repulsions between the 
negatively charged strands, oligonucleotide-oligocation conjugates whose global charge is modulated by the number of cationic 
spermine moieties grafted on the oligonucleotides have been developed. Oligonucleotide-oligospermine conjugates are produced 
using an automated solid-phase synthesis of conjugates that are entirely based on the phosphoramidite coupling chemistry. Zip 
Nucleic Acids (ZNAs) are oligonucleotides with a short polycationic tail, composed of relatively few spermine units, leading to 
molecules overall negative in charge. The modification improves hybridisation by accelerating the target recognition and increases 
the melting temperature linearly with the number of grafted spermines on the oligonucleotide without altering the specificity. 
ZNAs have been shown to be potent primers and probes for PCR and are new interesting tools for molecular biology and 
diagnostics applications. Small interfering RNA (siRNA)-mediated gene silencing has become a drug development paradigm. As drug 
candidates, they must also be able to cross the anionic cell membrane. However, still one major limitation of the use of siRNA 
remains their inability to penetrate efficiently into cells of a particular tissue or tumour. That gives to oligonucleotide-oligospermine 
conjugates a real interest in this domain and more generally in vivo therapies. Cationic SIRNAPLUS are duplexes of small RNAs 
targeting a specific mRNA. They are produced as an oligospermine-RNA sense strand, with positive global charge, associated to an 
antisense RNA strand. Results have shown that cationic siRNAs are able to enter cells efficiently without vector and to display 
silencing activity at nanomolar concentration. To have positive global charge, the number of spermine moieties has been increased. 
Purification and characterization methods have been developed to have cationic siRNAs compatible with in vivo experiments. My 
thesis will describe the synthesis of oligonucleotide-oligospermine conjugates as well as their applications. 

Key words: Oligonucleotides, spermine, ZNA, PCR, SIRNAPLUS, RNA interference. 

 



 
 

 
 

 


