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Abr�viations  

 

ADN     Acide D�soxyribonucl�ique 

AGO     Argonaute  

AHX     Acide 6-aminohexano�que 

ARNi     ARN interf�rence  

ARN     Acide Ribonucl�ique 

ATP     Ad�nosine Triphosphate 

CFTR     Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator 

CHO     Chinese Hamster Ovary 

CMV     Cytom�galovirus 

CPP     Cell-penetrating Peptides 

DMD     Duchenne Muscular Dystrophy  

DMEM    Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DOG     2-D�oxy-D-Glucose 

DOPE    1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phospho�thanolamine 

DOSPA  2,3-Dioleyloxy-N-[2(Sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dim�thyl-1-

Propanaminium Trifluoroacetate 

DOTMA    N-[1-(2, 3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chloride 

dsARN    Double Stranded ARN 

EMSA     Electrophoretic Mobility Shift Assay 

ESE     Exonic Splicing Enhancers 

ESS     Exonic Splicing Silencers 

GTP    Guanosine Triphosphate 

GAG     Glycosaminoglycanes 

HCV     Hepatitis C Virus 

HDL    High Density Lipoprotein 

HeLa     Henrietta Lacks 

HRP     Horseradish Peroxydase 

HS     H�parane Sulfate 

HSPG     H�parane Sulfate Prot�oglycanes 

IGF-1     Insulin-like Growth Factor-I 

IRES     Internal Ribosome Entry Site 

IR     Insulin Receptor 

ISE     Intronic Splicing Enhancers 

ISS     Intronic Splicing Silencers 



!

!

LDH     Lactates D�shydrog�nases 

LDL     Low-Density Lipoprotein 

LNA    Locked Nucleic Acid 

MALDI-TOF MS  Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass 

Spectrometer  

MAPK     Mitogen-activated Protein Kinase 

miARN    Micro ARN  

2Õ-MOE    2Õ-O-M�thoxyethyl 

NLS     Nuclear Localisation Signal 

nt      Nucl�otide 

2Õ-OMe    2Õ-O-M�thyl 

pb     Paire de Bases 

PCI     Photochemical Internalization 

PCR     Polymerase Chain Reaction 

PEG     PolyEthyl�ne Glycol 

PEI     Poly�thylenimine 

PKA     Prot�ine Kinase A 

PKC     Prot�ine Kinase C 

PKR     Prot�ine Kinase R 

PNA    Peptide Nucleic Acid 

PO    Phosphodiester 

PRR    Pattern Recognition Receptor 

PS    Phosphorothioate 

PSMA     Prostate-Specific Membrane Antigene 

RFP     Red Fluorescent Protein 

RISC     RNA-Induced Silencing Complex 

RNase     Ribonucl�ase 

ROS    Reactive Oxygen Species 

RPMI     Roswell Park Memorial Institute Medium 

SDS-PAGE    Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

shARN    Short Hairpin ARN 

siARN     Small Interfering ARN 

SLO     Streptolysine O 

SVF     S�rum de Veau FÏtal 

SV40     Simian Vacuolating virus 40 

TAMRA    Carboxytetramethylrhodamine 

TLR     Toll-Like Receptors 
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Tm     Melting temperature 

TPPS2a     T�traph�nylporphine disulfonate  

TRBP     TAR RNA Binding Protein 

TR     Texas Red 

UR! ! ! ! Untranslated Region 

VIH     Virus de lÕImmunod�ficience Humaine 



!

!

 



!

! ""!

Table des mati�res 

Table des mati�res .................................................................................................................. 11!

Introduction ............................................................................................................................. 19!

Chapitre I : La strat�gie antisens ...................................................................................... 20!

I. 1. LÕARN interf�rence .................................................................................................. 21!

1. 1. ARN interf�rents .................................................................................................. 22!

a) miARN ................................................................................................................. 22!

b) siARN et shARN .................................................................................................. 24!

1. 2. M�canismes de r�pression post-transcriptionnelle conduite par les miARN ....... 24!

1. 3. D�fis ..................................................................................................................... 28!

1. 4. D�veloppement clinique ....................................................................................... 30!

I. 2. Les oligonucl�otides antisens ................................................................................... 31!

2. 1. Modifications chimiques et m�canismes associ�s ............................................... 31!

a) 1�re g�n�ration ....................................................................................................... 33!

b) 2�me g�n�ration ..................................................................................................... 34!

c) 3�me g�n�ration ...................................................................................................... 36!

2. 2. Les applications .................................................................................................... 41!

a) Inhibition de la traduction .................................................................................... 41!

b) Modulation de lÕ�pissage ..................................................................................... 44!

c) Blocage des miARN ............................................................................................. 51!

I. 3. Conclusion : utilisation et d�fis de la strat�gie antisens ........................................... 52!

Chapitre II : Internalisation cellulaire des acides nucl�iques ........................................ 53!

II. 1. N�cessit� de la vectorisation .................................................................................... 53!

1.1. Des premiers essais � la recherche de transporteurs pour les acides nucl�iques ... 53!

1.2. Les barri�res biologiques extracellulaires ............................................................. 54!

1.3. Internalisation cellulaire ........................................................................................ 55!

a) M�canismes dÕinternalisation cellulaire ............................................................... 55!

b) Strat�gies dÕ�chappement endosomal .................................................................. 58!

c) Le noyau : une barri�re suppl�mentaire ? ............................................................ 61!

II. 2. Strat�gies non virales dÕinternalisation des acides nucl�iques ................................ 61!

2.1. M�thodes physiques .............................................................................................. 62!

2.2. M�thodes photochimiques ..................................................................................... 64!

2.3. M�thodes chimiques .............................................................................................. 66!



!

!"#!

a) Nanotransporteurs ................................................................................................ 66!

i) Lipoplexes et polyplexes .................................................................................. 66!

ii) Nanoparticules ................................................................................................. 70!

b) Aptam�res ............................................................................................................ 71!

c) Petites mol�cules organiques et peptides ............................................................. 73!

d) Cell Penetrating Peptides (CPP) .......................................................................... 75!

i) Classification .................................................................................................... 76!

ii) M�canismes dÕinternalisation .......................................................................... 77!

iii) Interactions avec la membrane plasmique ...................................................... 80!

iv) Strat�gie covalente / non covalente ................................................................ 83!

v) Conclusions ...................................................................................................... 87!

Chapitre III : Ciblage du r�cepteur � lÕInsulin-like Growth Factor 1 .......................... 89!

III. 1. Le r�cepteur � lÕIGF1 ............................................................................................. 90!

3. 1. Structure et fonction ............................................................................................. 90!

a) IGFIR et lÕaxe IGF ............................................................................................... 90!

b) Voies de signalisation intracellulaires .................................................................. 91!

c) Fonctions biologiques .......................................................................................... 93!

d) IGF1R et IR .......................................................................................................... 94!

3. 2. Implication dans le cancer .................................................................................... 95!

3. 3. Strat�gies de ciblage ............................................................................................. 96!

a) Anticorps monoclonaux ....................................................................................... 96!

b) Inhibiteurs de tyrosines kinases ........................................................................... 97!

c) Inhibition de lÕexpression de lÕIGF1R par strat�gie antisens ............................... 98!

d) Prot�ines tronqu�es dominants n�gatifs de lÕIGF1R ............................................ 99!

e) Autres approches ................................................................................................ 101!

III. 2. Inhibition de lÕ�longation de la traduction de lÕIGF1R pour g�n�rer une prot�ine 
tronqu�e dominant n�gatif .............................................................................................. 102!

Chapitre IV :  Projet de th�se ......................................................................................... 103!

R�sultats ................................................................................................................................. 105!

Chapitre I : Inhibition de la traduction par des oligonucl�otides bloqueurs st�riques

 ............................................................................................................................................ 107!

I. 1. Comparaison de diff�rentes modifications chimiques de bloqueurs st�riques in vitro 
et in cellulo ..................................................................................................................... 107!

1. 1. Syst�me dÕ�tude : la s�quence Polypurine Tract (PPT) de lÕint�grase du VIH . 108!

1. 2. Activit� biologique dÕoligonucl�otides dirig�s contre la s�quence PPT ............ 109!

a) Inhibition de lÕ�longation de la traduction in vitro ............................................ 109!



!

! "$!

b) Inhibition de lÕinitiation de la traduction dans les cellules HeLa ...................... 111!

1. 3. Etudes des complexes form�s in vitro avec lÕARN compl�mentaire ................. 114!

1. 4. Conclusions ........................................................................................................ 119!

I. 2.  Inhibition de lÕ�longation de la traduction in cellulo ............................................. 119!

I. 3. Optimisation du PNA anti-IGF1R .......................................................................... 124!

3.1. Le PNA 959 et ses variants de taille ................................................................... 124!

3. 2. Activit� in vitro .................................................................................................. 125!

a) Caract�risation des complexes form�s entre les PNA et lÕARN ........................ 125!

b) Efficacit� pour arr�ter lÕ�longation de la traduction .......................................... 130!

3. 3. Activit� in cellulo ............................................................................................... 132!

3. 4. Conclusions ........................................................................................................ 135!

I. 4. Discussion ............................................................................................................... 135!

Chapitre II! : Internalisation cellulaire des PNA ........................................................ 141!

II. 1. Internalisation des PNA dirig�s contre la s�quence PPT dans les cellules HeLa 
1002 par le CPP (R/W)9 ................................................................................................. 142!

1. 1. Conjugu�s PNA-CPP ......................................................................................... 142!

1. 2. Etude de lÕinternalisation du PNA AS2 par les peptides (R/W)9 et (K/W)9 ..... 143!

a) Internalisation libre ............................................................................................ 143!

b) Internalisation assist�e par la chloroquine et la PCI .......................................... 144!

Article : Cell Delivery of Antisense Peptide Nucleic Acids (PNAs) by the Small 
Arginine-Rich Cell-Penetrating Peptide (R/W)9 ............................................... 144!

c) Internalisation Photochimique (PCI) : �tudes compl�mentaires ........................ 147!

1. 3. Conjugu�s CPP-AS1 .......................................................................................... 149!

1. 4. Etudes compl�mentaires ..................................................................................... 155!

a) Profils de marquage dans les cellules HeLa non perm�abilis�es vs perm�abilis�es
 ................................................................................................................................ 155!

b) Comparaison de lÕefficacit� de diff�rents agents lysosomotropiques ................ 157!

c) Observation des conjugu�s en microscopie confocale ....................................... 159!

II. 2. Internalisation du PNA C-13 dirig� contre lÕARNm de lÕIGF1R dans les cellules 
DU145 par le CPP (R/W)9 ............................................................................................. 162!

II. 3. Discussion .............................................................................................................. 164!

Conclusion g�n�rale et perspectives ..................................................................................... 172!

Mat�riel et M�thodes ............................................................................................................. 176!

Bibliographie ......................................................................................................................... 190!



!

!"%!

Annexes ................................................................................................................................. 211!

 

 

 

  



!

! "&!

Sommaire des Figures 
 

Figure 1: M�canismes impliqu�s dans la voie des ARN interf�rents (miARN, shARN et siARN) dans les 

cellules de mammif�res ........................................................................................................................... 23!

Figure 2 : M�canismes sugg�r�s pour la r�pression post-transcriptionnelle conduite par les miARN 

dans les cellules animales ...................................................................................................................... 27!

Figure 3 : PRR (Pattern Recognition Receptors) impliqu�s dans la reconnaissance des siARN et 

r�ponse immunitaire inn�e associ�e ....................................................................................................... 30!

Figure 4 : M�canismes dÕaction des oligonucl�otides antisens. ............................................................ 32!

Figure 5 : Structures chimiques des oligonucl�otides antisens ............................................................. 32!

Figure 6 : Structures chimiques compar�es des PNA et de l'ADN ........................................................ 38!

Figure 7 : Fixation des PNA sur une s�quence dÕADN double-brin homopurique par un m�canisme 

dÕinvasion de brin ................................................................................................................................... 40!

Figure 8 : M�canismes de correction dÕ�pissage par les oligonucl�otides antisens bloqueurs st�riques

 ................................................................................................................................................................ 45!

Figure 9 : Correction dÕ�pissage de lÕARN pre-messager de la !-globine ........................................... 46!

Figure 10 : R�les des s�quences exoniques ESS/ESE (Exonic Splicing Silencer/ Exonic Splicing 

Enhancer) et des s�quences introniques ISS/ISE (Intronic Splicing Silencer/Intronic Splicing 

Enhancer) ............................................................................................................................................... 48!

Figure 11 : Approche de saut dÕexon dans le cadre de la Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD)

 ................................................................................................................................................................ 49!

Figure 12 : Voies dÕendocytose .............................................................................................................. 57!

Figure 13 : M�canismes dÕ�chappement endosomal ............................................................................. 60!

Figure 14 : M�canisme propos� pour la lib�ration de Tat-Cre dans le cytoplasme, assist�e par un co-

traitement avec un conjugu� Tat-HA2 .................................................................................................... 60!

Figure 15 : Principe de la Photochemical Internalization (PCI) .......................................................... 64!

Figure 16 : Structures chimiques des photosensibilisateurs t�traph�nylporphine disulfonate (TPPS2a) 

et phthalocyanine dÕaluminium disulfonate (AlPcS2a) ........................................................................... 65!

Figure 17 : Composition et structure dÕun liposome de type SNALP (Stabilized Nucleic Acid Lipid 

Particle) .................................................................................................................................................. 68!

Figure 18 : Composition des nanoparticules CALAA-01. ...................................................................... 69!

Figure 19 : Structure de la chim�re entre lÕaptam�re anti PSMA et un siARN dirig� contre le g�ne de 

survie cellulaire Plk1 .............................................................................................................................. 71!

Figure 20 : Structures sch�matiques des chim�res constitu�es de l'aptam�re anti-gp120 et d'un siARN

 ................................................................................................................................................................ 72!

Figure 21 : Structures chimiques de petites mol�cules organiques utilis�es pour la vectorisation des 

acides nucl�iques .................................................................................................................................... 74!

Figure 22 : Principaux m�canismes de translocation directe des CPP dans les cellules ..................... 79!

Figure 23 : Structure des prot�oglycanes membranaires (HSPG) ........................................................ 81!

Figure 24 : R�duction de la r�pulsion de charge par les lysines et les arginines ................................. 82!

Figure 25 : M�canismes propos�s pour lÕinternalisation de R9 dans les cellules CHO ........................ 83!

Figure 26 : M�canismes possibles dÕ�changes des thiols entre un CPP et une prot�ine membranaire 85!



!

!"'!

Figure 27 : Structure de l'IGF1R. .......................................................................................................... 91!

Figure 28 : Signalisation cellulaire associ�e � lÕIGF1R. ...................................................................... 93!

Figure 29 : Prot�ines tronqu�es dominants n�gatifs de lÕIGF1R d�crites dans la litt�rature. ............ 101!

Figure 30 : Structure chimique des PMO, LNA et PNA. ...................................................................... 108!

Figure 31 : Repr�sentation sch�matique de lÕARNm de lÕint�grase de HIV-1 et position de la s�quence 

PPT. ...................................................................................................................................................... 108!

Figure 32 : Inhibition de lÕ�longation de la traduction de lÕint�grase in vitro par les PNA 13mer AS1 

et AS2 .................................................................................................................................................... 109!

Figure 33 : Inhibition de la traduction de lÕint�grase in vitro par les PNA 13-mer (AS1 et AS2), PNA-

18 mer (PNA18) et LNA 18-mer (LNA18). ........................................................................................... 111!

Figure 34 : Construction int�gr�e stablement dans les cellules HeLa 1002 ....................................... 111!

Figure 35 : Fixation des PNA AS1 et AS2 sur la s�quence PPT mut�e contenue dans la construction 

des cellules HeLa 1002. ........................................................................................................................ 112!

Figure 36 : Activit� lucif�rase et expression de la GFP dans les cellules HeLa perm�abilis�es. ....... 113!

Figure 37 : Inhibition de la traduction par les PNA 13-mer (AS1, AS2 et scr2), PNA-18 mer (PNA18), 

LNA 18-mer (LNA18) et PMO 18-mer (PMO18). ................................................................................ 114!

Figure 38 : Retards de migration sur gel de polyacrylamide des complexes form�s entre lÕARN 19-mer 

et les PNA AS1 et AS2 .......................................................................................................................... 115!

Figure 39 : Retard de migration sur gel dÕacrylamide 15% des complexes form�s entre lÕARN sauvage 

19 mer radiomarqu� (2 nM) et le PNA18, le LNA 18 ou le PMO 18. .................................................. 116!

Figure 40 : Repr�sentation sch�matique des ARN PPT WT (ARN WT) et mut� (ARN mut) et des 

complexes form�s avec le PNA AS1. .................................................................................................... 117!

Figure 41 : Retards de migration sur gel de polyacrylamide 15%, des complexes form�s entre lÕARN 

19 mer radiomarqu� (2 nM), d�natur� par pr�chauffage 10 min � 90¡C, et des quantit�s croissantes 

de PNA AS1k (gauche) et AS2k (droite), en tampon Tris 50 mM. ........................................................ 118!

Figure 42 : S�quences PPT sauvage et synth�tique. ............................................................................ 121!

Figure 43 : Expression de lÕint�grase synth�tique dans les cellules humaines DU145 transfect�es avec 

le plasmide pVax-INsyn. ....................................................................................................................... 122!

Figure 44 : Traductions in vitro de lÕint�grase synth�tique dans du lysat de r�ticulocyte de lapin, en 

pr�sence ou en absence des PNA AS1 et AS2. ...................................................................................... 123!

Figure 45 : Retards de migration sur gel de polyacrylamide 15% (EMSA) des PNA C-16 � C-13 (A) et 

N-16 � N-13 (B). ................................................................................................................................... 127!

Figure 46 : S�paration sur gel natif de polyacrylamide 15% (gel retard), des complexes form�s entre 

lÕARN 959 17-mer radiomarqu� et le PNA indiqu�, � 100 ou 300 nM. ............................................... 127!

Figure 47 : Analyses spectroscopiques du PNA 959 et des PNA 13- et 14-mer. ................................. 129!

Figure 48 : Repr�sentation sch�matique de la fixation des anticorps (Ac) H60 et C20 sur lÕIGF1R. 130!

Figure 49 : Inhibition de la traduction in vitro et formation de la prot�ine tronqu�e, en pr�sence des 

diff�rents PNA variants de taille. ......................................................................................................... 132!

Figure 50 : Inhibition de lÕexpression de la sous-unit� ! de lÕIGF1R par les PNA N-13 et C-13 dans 

les cellules humaines DU145. .............................................................................................................. 134!

Figure 51 : Inhibition de lÕexpression de la sous-unit� ! de lÕIGF1R par les PNA C-11 et C-12 dans 

les cellules humaines DU145. .............................................................................................................. 134!

Figure 52 : PCI du conjugu� (R/W)9-AS2-TAMRA dans les cellules HeLa 1002. .............................. 147!



!

! "(!

Figure 53 : PCI observ�e pour le conjugu� (R/W)9-scr2-TAMRA dans les cellules HeLa 1002. ....... 148!

Figure 54 : Activit� lucif�rase obtenue pour les conjugu�s (R/W)9-PNA-TAMRA apr�s PCI. ........... 149!

Figure 55 : Inhibition de lÕactivit� lucif�rase par les PNA et conjugu�s PNA-CPP dans les cellules 

HeLa 1002 perm�abilis�es avec la SLO. .............................................................................................. 150!

Figure 56 : Internalisation des PNA AS1 et AS2 conjugu�s au CPP (R/W)9 dans les cellules HeLa 

1002. ..................................................................................................................................................... 151!

Figure 57 : Internalisation des PNA AS1 et AS2 conjugu�s au CPP (R/W)9 dans 4 lign�es cellulaires 

humaines. .............................................................................................................................................. 151!

Figure 58 : D�pendance �nerg�tique de lÕinternalisation du conjugu� (R/W)9-AS1-TR dans les 

cellules HeLa 1002. .............................................................................................................................. 153!

Figure 59 : Comparaison de lÕinternalisation du conjugu� (R/W)9-AS1-TR dans les cellules CHOK1 

et dans les cellules CHO745. ................................................................................................................ 154!

Figure 60 : Effet du co-traitement des cellules HeLa 1002 avec les diff�rents conjugu�s CPP-PNA-TR 

et la chloroquine (CQ). ......................................................................................................................... 155!

Figure 61 : Internalisation cellulaire des conjugu�s (R/W)9-AS2-TR et (R/W)9-AS2-TR dans les 

cellules HeLa 1002. .............................................................................................................................. 156!

Figure 62 : Perm�abilisation par la SLO des cellules HeLa 1002 en pr�sence des conjugu�s (R/W)9-

AS2-TR et (K/W)9-AS2-TR. .................................................................................................................. 157!

Figure 63 : Internalisation cellulaire du conjugu� (R/W)9-AS1-TR dans les cellules HeLa 1002, en 

pr�sence de diff�rents agents lysosomotropiques. ................................................................................ 158!

Figure 64 : Activit�s lucif�rase apr�s internalisation libre du conjugu� (R/W)9-AS2 en pr�sence de 

CaCl2. ................................................................................................................................................... 159!

Figure 65 : Observation en microscopie confocale, de cellules HeLa 1002 co-trait�es pendant 4h avec 

le conjugu� (R/W)9-AS1-TR et la chloroquine (CQ). ........................................................................... 160!

Figure 66 : Effets de la concentration du conjugu� (R/W)9-AS1-TR sur lÕinternalisation dans les 

cellules HeLa 1002. .............................................................................................................................. 161!

Figure 67 : Expression dÕIGF1R-! dans les cellules DU145 �lectropor�es en pr�sence des PNA 

indiqu�s ou du conjugu� (R/W)9-C13. ................................................................................................. 162!

Figure 68 : Internalisation du conjugu� (R/W)9-AS2-TR dans les cellules DU145 en absence (NT) ou 

en pr�sence de 150 µM de chloroquine (CQ). ...................................................................................... 163!

Figure 69 : Expression dÕIGF1R-! dans les cellules DU145 trait�es avec le conjugu� (R/W)9-C13. 164!

Figure 70 : Syst�me rapporteur dÕactivit� de correction dÕ�pissage par les oligonucl�otides antisens 

dans le noyau. ....................................................................................................................................... 169!

Figure 71 : Structure chimique dÕun GPNA (Tg)10 ............................................................................... 172!

Figure 72 : Structure chimique des conjugu�s PNA-acide cholique ................................................... 173!

Figure 73 : Structure chimique de la liaison entre le PNA et le CPP. ................................................. 177!

 

  



!

!")!

Sommaire des Tableaux 
 

Tableau 1 : Description des principaux CPP d�crits dans la litt�rature. .............................................. 76!

Tableau 2 : S�quences des oligonucl�otides 13-mer et 18-mer dirig�s contre la s�quence PPT. ....... 110!

Tableau 3 : R�capitulatif des r�sultats repr�sent�s sur les Figures 38 et 39. ...................................... 117!

Tableau 4 : S�quence des PNA raccourcis en C-terminal (PNA N-16 � N-13) ou en N-terminal (PNA 

C-16 � C-11) par rapport au PNA 959. ............................................................................................... 125!

Tableau 5 : Valeurs des IC50 (nM) correspondants � la fixation des diff�rents PNA variants de taille du 

959 sur lÕARN 959 17-mer. .................................................................................................................. 128!

Tableau 6 : Conditions de PCI r�alis�es dans nos �tudes avec les conjugu�s (R/W)9-AS2 et (R/W)9-

AS2-TAMRA. ........................................................................................................................................ 149!

Tableau 7 : S�quences des PNA dirig�s contre la cible PPT. .............................................................. 176!

Tableau 8 : S�quences des PNA dirig�s contre lÕIGF1R. .................................................................... 176!

Tableau 9 : Composition en bases des PNA contr�les (scramble) utilis�s dans les �tudes avec les PNA 

ciblant lÕIGF1R. ................................................................................................................................... 177!

Tableau 10 : S�quences et caract�ristiques peptidiques des CPP (R/W)9 et (K/W)9. ......................... 177!

Tableau 11 : Caract�ristiques et conditions de culture des lign�es cellulaires utilis�es dans ce travail.

 .............................................................................................................................................................. 178!

Tableau 12 : S�quence des ARN utilis�s pour les exp�riences de gels retard. .................................... 182!

 

 

  



!

! "*!

 

 

 

 

Introduction 
!

!

!

Chapitre I   La strat�gie antisense 

Chapitre II  Internalisation cellulaire des acides nucl�iques 

Chapitre III  Ciblage du r�cepteur � lÕIGF1 

Chapitre IV  Projet de th�se 

 

 

 

! !



! +,-./012-3/,!

45673-.8!+!9!:6!;-.6-<=38!6,-3;8,;!

!#>!

Chapitre I : La strat�gie antisens 
 

 

La plupart des m�dicaments actuellement sur le march� sont des petites mol�cules qui 

ciblent des prot�ines, principalement des enzymes ou des r�cepteurs cellulaires (Landry & 

Gies 2008). La strat�gie antisens consiste en lÕutilisation dÕoligonucl�otides antisens ou 

dÕARN interf�rents qui ciblent les ARN (ARN messagers, ARN pr�-messagers ou miARN) et 

sÕy fixent par compl�mentarit� de bases, de mani�re s�quence sp�cifique, permettant ainsi de 

moduler lÕexpression dÕun g�ne. Cette strat�gie est n�e de la d�couverte, en 1978, par 

Zamecnik et Stephenson du potentiel dÕun oligonucl�otide long de 13 bases et 

compl�mentaire � une s�quence de lÕARN du virus du sarcome de Rous � inhiber la 

traduction des prot�ines virales en sÕhybridant � lÕARN viral. Ceci a pour cons�quence 

lÕinhibition de la r�plication virale dans des fibroblastes embryonnaires de poulet (Zamecnik 

& Stephenson 1978; Stephenson & Zamecnik 1978).  

Un oligonucl�otide antisens comporte en g�n�ral de 13 � 25 bases, enti�rement 

compl�mentaires � lÕARN cible, et sÕhybride � ce dernier par liaisons Watson-Crick. Les 

m�canismes dÕactions inh�rents � cette interaction impliquent un clivage catalytique ou 

blocage st�rique et sont d�pendants de la structure chimique de lÕoligonucl�otide. Cette 

approche prometteuse, permettant en th�orie de cibler nÕimporte quel g�ne, pourrait donc 

constituer un outil pr�cieux en recherche pour des �tudes fonctionnelles. De plus, elle serait 

en mesure dÕapporter une solution th�rapeutique � tous types de maladies impliquant un 

d�faut de r�gulation de lÕexpression g�nique (cancers, maladies auto-immunes, maladies 

inflammatoires, infections virales ou bact�riennesÉ). LÕenthousiasme ainsi soulev� fut 

malheureusement confront� � certains obstacles, notamment � des probl�mes de toxicit� et de 

stabilit� des oligonucl�otides ADN dans les milieux biologiques. N�anmoins, la conception 

dÕune vingtaine de modifications chimiques introduites dans la structure de lÕADN ou de 

lÕARN a permis dÕam�liorer nettement leurs propri�t�s. De plus, la compr�hension des 

r�gulations post-transcriptionnelles de lÕexpression des g�nes fut boulevers�e par la 

d�couverte de la voie de lÕARN interf�rence (ARNi) � la fin des ann�es 1990, et de 

lÕutilisation des small interfering RNA (siRNA) pour moduler lÕexpression g�nique (Fire et al. 

1998; Elbashir et al. 2001).  

Dans cette partie seront pr�sent�es les diff�rentes chimies dÕoligonucl�otides antisens, 

ainsi que les siRNA, et les m�canismes qui leur sont associ�s. Il existe trois principales 

applications des oligonucl�otides antisens : inhibition de lÕinitiation ou de lÕ�longation de la 
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traduction (ciblage de lÕARN messager), modulation de lÕ�pissage des ARN pr�-messager et 

inhibition de la fonction de certains ARN non codants, notamment les micro-ARN (miARN). 

Celles-ci seront explicit�es et illustr�es par les principaux exemples connus dans la litt�rature. 

 

I. 1. LÕARN interf�rence 
 

Le concept dÕARN interf�rence fut introduit en 1998 par Fire et Mello, qui montr�rent 

que lÕintroduction de faibles quantit�s de longs ARN exog�nes double-brins (>299 pb) chez le 

n�matode C.elegans provoquait lÕinhibition des g�nes cibles correspondants (Fire et al. 1998). 

Dans les ann�es qui suivirent, des �tudes chez la drosophile montr�rent que les ARN double-

brins r�gulent lÕexpression des g�nes en m�diant sp�cifiquement un clivage 

endonucl�olytique des ARN messagers correspondants (Zamore et al. 2000; Hammond et al. 

2000). LÕidentification de lÕenzyme Argonaute 2 (AGO2) en tant que nucl�ase impliqu�e dans 

ce clivage fut r�alis�e peu de temps apr�s (Hammond et al. 2001). 

Dans les cellules de mammif�res, il a �t� montr� que les ARN double-brins de plus de 

30 pb d�clenchent une r�ponse immune inn�e antivirale en activant la prot�ine kinase R 

(PKR), qui induit alors une inhibition non sp�cifique de la traduction, ainsi que la destruction 

des ARNm (Williams 1997). La m�me ann�e, deux �quipes ont montr� (Elbashir et al. 2001; 

Caplen et al. 2001) pour la premi�re fois que des duplexes synth�tiques dÕARN double-brins 

de 21 nucl�otides, appel�s small interfering ARN (siARN), induisent une inhibition 

sp�cifique de la traduction de g�nes cibles endog�nes ou exog�nes, apr�s transfection dans 

des cellules de mammif�res, �vitant la r�ponse non sp�cifique induite par la PKR. Dans ces 

deux �tudes, lÕinterf�rence provoqu�e par les siARN �tait plus importante que lÕinhibition 

d�clench�e par les ARN simple-brins de m�me s�quence. Elbashir d�finit donc lÕARN 

interf�rence comme �tant un processus de r�gulation de lÕexpression g�nique post-

transcriptionnelle, s�quence sp�cifique et initi� par des ARN double-brins compl�mentaires 

de la s�quence du g�ne cible. Ce processus est en outre conserv� au sein du vivant, puisquÕil a 

�t� retrouv� chez les plantes, les champignons et les animaux. 
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1. 1. ARN interf�rents 
 

a) miARN 
 

La voie de lÕARN interf�rant est une voie cellulaire endog�ne (Figure 1) qui est 

utilis�e pour la r�gulation de lÕexpression g�nique initi�e par de petits ARN non codants 

endog�nes, appel�s microARN (miARN), qui ont un r�le important dans diff�rents processus 

biologiques, tels que le d�veloppement, la prolif�ration cellulaire, lÕh�matopo��se et 

lÕapoptose (Rana 2007).  

Chez les mammif�res, les pr�curseurs primaires de ces ARN sont g�n�ralement 

transcrits par lÕARN polym�rase II, � partir de r�gions interg�niques ou dÕADN intronique, et 

sont appel�s primary miARN (pri-miARN). Ces mol�cules sont matur�es dans le noyau par la 

RNase de type III Drosha qui les transforme en pr�curseurs de micro-ARN (pre-miARN), 

comportant une structure en boucle hairpin, une extr�mit� 5Õ phosphate et deux nucl�otides 

sortants en 3Õ. Ces pr�curseurs sont ensuite export�s activement dans le cytoplasme via Ran-

GTP et le r�cepteur nucl�aire exportin-5, o� ils sont substrats de lÕendoribonucl�ase Dicer. 

Dicer, souvent associ�e � la prot�ine de liaison � lÕARN double-brin, TRBP (TAR RNA 

Binding Protein), clive la boucle, aboutissant au miARN mature, constitu� de 21 nucl�otides 

dont deux sont 3Õ sortants. La particularit� des miARN est quÕils comportent une 

compl�mentarit� imparfaite pour leur cible ARN. Ces miARN sont ensuite reconnus et pris en 

charge par un complexe multi-prot�ique appel� RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Un 

des deux brins de lÕARN, appel� Ôbrin guideÕ, est s�lectionn� dans le complexe RISC, tandis 

que lÕautre brin, appel� Ôbrin passagerÕ est cliv� et �limin� du complexe RISC. Le brin guide 

correspond au brin antisens, qui est partiellement compl�mentaire � la s�quence de lÕARNm 

cible. Le brin guide, complex� au RISC, reconna�t alors lÕARNm cible imparfaitement 

compl�mentaire, se fixe dans la r�gion 3Õ UTR (Untranslated Region) de celui-ci et inhibe sa 

traduction.  
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Figure 1: M�canismes impliqu�s dans la voie des ARN interf�rents (miARN, shARN et siARN) dans les 

cellules de mammif�res (dÕapr�s Burnett et Rossi 2012). 

A. Les miARN sont transcrits sous forme de primary miARN (pri-miARN) qui sont ensuite cliv�s par Drosha et 
DGCR8 pour former les pr�curseurs de miARN de 70 nucl�otides (pre-miARN). Ces pr�curseurs sont export�s 
dans le cytoplasme par une prot�ine de liaison � lÕARN double-brin : lÕexportine-5, o� ils sont matur�s par le 
complexe Dicer/TRBP en miARN dÕenviron 22 nucl�otides. Ces miARN matures sont alors pris en charge par le 
complexe RISC et par la prot�ine AGO, au sein duquel le brin passager est �limin� et le brin guide est 
s�lectionn�, permettant sa fixation sur lÕARNm cible avec une compl�mentarit� imparfaite. LÕinhibition de la 
traduction r�sulte alors de diff�rents m�canismes possibles, tels quÕun stockage dans les P-bodies ou un clivage 
de lÕARNm. B. Les shARN sont transcrits par lÕARN polym�rase III � partir de lÕADN et matur�s par Dicer, 
avant dÕ�tre pris en charge par le complexe RISC de la m�me mani�re que les miARN. A la diff�rence des 
miARN, le brin guide pr�sente une compl�mentarit� parfaire pour lÕARNm cible et le transcrit est cliv� par 
lÕenzyme AGO2. C. Les siARN, introduits de mani�re exog�ne dans la cellule, utilisent ce m�me m�canisme 
dÕinhibition de la traduction de leur cible. 
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b) siARN et shARN 
 

La voie de lÕARNi peut aussi �tre utilis�e par les siARN synth�tiques introduits dans 

la cellule. Ces petits ARN interf�rents double-brins (dont la taille est comprise entre 19 et 21 

pb), sont pris en charge par le complexe RISC, au sein duquel le brin sens (passager) est 

�limin�, tandis que le brin antisens (guide) se lie � sa cible parfaitement compl�mentaire sur 

lÕARNm. Pour la s�lection des brins, des donn�es thermodynamiques indiquent que la 

prot�ine AGO2 d�termine le brin guide comme �tant celui comportant lÕextr�mit� 5Õ la moins 

stable (principalement d� � un fort contenu en A/T) (Schwarz et al. 2003). Du fait de la 

compl�mentarit� parfaite entre le brin guide et la s�quence cible sur le messager, 

lÕendonucl�ase AGO2 au sein du RISC clive lÕARNm entre les nucl�otides 10 et 11 (compt�s 

� partir de lÕextr�mit� 5Õ du brin antisens). Le complexe RISC associ� au brin antisens est 

recycl� et peut � nouveau d�clencher plusieurs �v�nements de clivage catalytique.  

Alternativement, les siARN peuvent �tre produits � partir de longs ARN double-brins 

exog�nes appel�s dsARN (double stranded ARN) ou de shARN (short hairpin ARN), qui sont 

des courts duplexes intramol�culaires dÕARN. Ces ARN seront cliv�s par lÕenzyme Dicer, qui 

produira des duplexes siARN, de 20 � 25 nucl�otides de longueur, comportant une extr�mit� 

5Õ-monophosphate et une extr�mit� 3Õ avec deux nucl�otides sortants. Ces param�tres 

(longueur et nature des extr�mit�s) sont cruciaux pour la prise en charge par le complexe 

RISC. LÕavantage dÕexprimer les siARN � partir de dsARN ou de shARN r�side dans la 

possibilit� dÕexprimer ces ARN stablement, � partir dÕun vecteur plasmidique ou viral. En 

effet, � la diff�rence des siARN, dont lÕeffet apr�s transfection est transitoire (inhibition de la 

cible jusquÕ� cinq � sept jours), les shARN stablement int�gr�s dans la cellule peuvent induire 

une inhibition � long terme. 

 

1. 2. M�canismes de r�pression post-transcriptionnelle 
conduite par les miARN 
 

Des centaines de miARN sont aujourdÕhui connus, chacun �tant pr�sum� r�guler 

lÕexpression de centaines de cibles (Behm-Ansmant et al. 2006). Bien que les m�canismes 

pr�cis de lÕinhibition post-transcriptionnelle gouvern�e par les miARN soient encore 

controvers�s, il semblerait quÕil sÕagisse dÕun blocage st�rique dans la majorit� des cas, sans 

destruction de lÕARNm (Deleavey & Damha 2012; Filipowicz et al. 2008). La Figure 2 
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r�capitule les diff�rents m�canismes sugg�r�s pour la r�pression post-transcriptionnelle de 

lÕexpression des g�nes dans les cellules animales.  

Dans le cas dÕune r�pression st�rique de la traduction, de nombreux exemples sont en 

faveur dÕun blocage de lÕ�tape dÕinitiation de la traduction. Certaines �tudes dans des cellules 

HeLa utilisant des ARN messagers rapporteurs exprimant la lucif�rase et comportant 

plusieurs sites de fixation pour un miARN naturel (let-7 ; Pillai et al. 2005) ou synth�tique 

(CXCR4 ; Humphreys et al. 2005) dans leur 3ÕUTR, ont montr� lÕimportance de la coiffe 7-

m�thylguanosine pour la r�pression induite par les miARN. En effet, lÕintroduction dÕune 

s�quence virale IRES (Internal Ribosomal Entry Site) en 5ÕUTR de lÕARNm, permettant 

lÕassociation des ribosomes avec lÕARNm ind�pendamment de la coiffe, abolit lÕactivit� 

r�pressive des miARN, mettant en �vidence la n�cessit� de la 7-m�thylguanosine pour cette 

r�pression traductionnelle. Plus pr�cis�ment, ces �tudes sugg�rent une inhibition due � une 

interf�rence avec le recrutement du facteur dÕinitiation de la traduction eIF4E sur la 7-

m�thylguanosine, ou avec lÕinteraction entre les facteurs eIF4E et eIF4G. En effet, ces 

facteurs ont un r�le important dans la reconnaissance de lÕARNm par la sous-unit� ribosomale 

40S, ainsi que dans la circularisation de lÕARNm, qui stimule lÕinitiation de la traduction. De 

plus, certaines �tudes (Bhattacharyya et al. 2006; Pillai et al. 2005) ont relev� que lÕARNm 

r�prim�, ainsi que le miARN et la prot�ine AGO2, colocalisent dans les processing bodies (P-

bodies), qui sont des structures cytoplasmiques impliqu�es dans le catabolisme des ARNm 

(d�ad�nylation, decapping et d�gradation), mais qui pourraient �galement avoir un r�le dans 

le stockage de ces ARN. Cette relocalisation dans les P-bodies serait plut�t une cons�quence 

quÕune cause de la r�pression (Pillai et al. 2005; Eulalio et al. 2007), et apporte 

potentiellement un caract�re r�versible � lÕinhibition provoqu�e par les miARN. Un 

m�canisme alternatif de lÕaction des miARN identifie le facteur dÕinitiation eIF6 comme cible 

potentielle de la machinerie miARN (Chendrimada et al. 2007). Ce facteur est essentiel pour 

la biogen�se de la sous-unit� ribosomale 60S, et jouerait aussi un r�le dans la r�gulation de 

lÕassociation de cette-unit� � la sous-unit� 40S lors de lÕinitiation de la traduction. En 

interagissant avec ce facteur, les prot�ines AGO pourraient r�primer la traduction en 

emp�chant la sous-unit� 60S de sÕassocier � la sous-unit� 40S, interf�rant ainsi avec 

lÕinitiation de la traduction.  

 

La r�pression engendr�e par les miARN pourrait �galement se r�aliser � des �tapes de 

la traduction post�rieures � lÕinitiation (Petersen et al. 2006; Olsen & Ambros 1999). Il a �t� 



! +,-./012-3/,!

45673-.8!+!9!:6!;-.6-<=38!6,-3;8,;!

!#'!

montr� par des exp�riences de fractionnement des polysomes (ensemble des ribosomes sur un 

ARNm) par ultracentrifugation en gradient de sucrose, que lÕARNm r�prim� par le miARN 

CXCR4 est associ� � des polysomes actifs (Petersen et al. 2006). De plus, dans cet exemple, 

la traduction initi�e par une s�quence IRES est �galement r�prim�e par le miARN, et il 

semblerait que le miARN induise une terminaison pr�matur�e de la traduction. Dans 

lÕensemble, les r�sultats seraient en faveur dÕun mod�le dit de Ôribosome drop offÕ, dans 

lequel les ribosomes seraient dissoci�s pr�matur�ment de lÕARNm r�prim�. Les m�canismes 

fins de la r�pression traductionnelle engendr�e par les miARN sont donc encore mal compris, 

et pourraient �tre variables selon le syst�me consid�r� (organisme, type cellulaire, niveaux 

dÕexpressions, cible ARNm, miARNÉ).  

Cependant, les mod�les de r�gulation de lÕinitiation et de lÕ�longation de la traduction 

ne sont pas forc�ment mutuellement exclusifs. Par exemple, il est envisageable que lÕ�tape 

dÕinitiation soit toujours inhib�e, mais que les ribosomes puissent sÕaccumuler quand lÕ�tape 

dÕ�longation est �galement inhib�e, masquant ainsi la d�tection de lÕeffet sur lÕinitiation 

(Filipowicz et al. 2008).  

Une hypoth�se suppl�mentaire parfois rapport�e est un effet r�pressif r�sultant dÕune 

d�gradation de la prot�ine successivement � la traduction. Cependant, cette possibilit� a �t� 

plusieurs fois envisag�e et aucune prot�olyse ou prot�ase associ�e nÕa pu �tre mise en 

�vidence. De plus, des inhibiteurs du prot�asome sont sans effet sur la r�pression (Pillai et al. 

2005).  

Un dernier m�canisme envisag� concerne une d�gradation de lÕARNm. En effet, selon 

le mod�le g�n�ral, le degr� de compl�mentarit� entre le miARN et sa cible gouverne le mode 

de r�pression : le miARN induira un clivage si lÕARNm contient une compl�mentarit� 

suffisante (m�canisme semblable � celui des siARN), tandis quÕil r�primera la traduction sans 

d�gradation de lÕARNm si celui-ci ne contient plus de m�sappariements (Bartel 2004). 

Cependant, certaines �tudes d�montrent une d�stabilisation de lÕARNm cible, dans des cas de 

compl�mentarit� imparfaite. Une �tude in vivo chez le n�matode C.elegans, montre que le 

miARN endog�ne let-7 induit une inhibition dÕun facteur trois de lÕARNm cible lin-41. Ce 

m�me miARN induit �galement lÕinhibition des ARNm lin-14 et lin-28 qui comportent 

�galement des sites de fixation � ce miARN dans leur 3ÕUTR (Bagga et al. 2005).  De plus, 

certaines donn�es (Sen & Blau 2005; Liu et al. 2005) rapportant une colocalisation des 

miARN et de lÕARNm r�prim� avec les prot�ines Argonautes (AGO1-AGO4), les enzymes 

dÕexcision de la coiffe DCP1 et DCP2 et lÕexonucl�ase  5Õ! 3Õ Xrn1  au sein des P-bodies, 

confortent lÕhypoth�se que certains miARN pourraient induire la d�gradation de leur cible 
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dans ces centres sp�cialis�s. En effet, si le m�canisme de clivage dÕun miARN parfaitement 

compl�mentaire � sa cible est semblable � celui utilis� par les siARN (clivage par Ago2 de la 

liaison phosphodiester entre les nucl�otides en position 10 et 11), la d�gradation induite par 

les miARN serait cons�cutive � une d�ad�nylation et une excision de la coiffe. Notamment, 

une �tude chez la drosophile montre que la prot�ine GW182, requise pour lÕint�grit� des P-

bodies, interagit avec les prot�ines AGO et initie la d�gradation du transcrit via une 

d�ad�nylation par le complexe CCR4-NOT et une excision de la coiffe via le complexe 

DCP1-DCP2 (Behm-Ansmant et al. 2006). On ignore encore si cette d�gradation de lÕARNm 

se d�roule de mani�re concomitante � la r�pression traductionnelle st�rique, ou si elle la 

pr�c�de ou la succ�de. Les mod�les supposant une inhibition de la circularisation de lÕARNm 

lors de la traduction pourraient favoriser une d�gradation simultan�e, la circularisation 

rendant la queue poly A moins vuln�rable aux nucl�ases.  

 

!

Figure 2 : M�canismes sugg�r�s pour la r�pression post-transcriptionnelle conduite par les miARN dans 

les cellules animales (dÕapr�s Filipowicz et al. 2008). 

Le brin guide des miARN, associ� au complexe RISC (miRNP, pour micro-ribonucl�oprot�ines), peut r�primer 
la traduction de sa cible par diff�rents m�canismes, tels quÕune d�ad�nylation par le complexe CCR4-NOT, ou 
un clivage prot�olytique de la cha�ne peptidique en cours de synth�se par une prot�ase (X). Un blocage st�rique 
a �galement �t� sugg�r�, au niveau de lÕinitiation de la traduction (interf�rence avec la reconnaissance de la 
coiffe par le facteur dÕinitiation eIF4E, ou avec lÕassociation des sous-unit�s ribosomales) ou de lÕ�longation 
(ralentissement de la vitesse dÕ�longation ou dissociation pr�matur�e des ribosomes). Une relocalisation dans les 
P-bodies successive � la r�pression de lÕinitiation de la traduction ou � la d�ad�nylation est sugg�r�e, impliquant 
une d�gradation ou un stockage de lÕARNm. Cercle rouge : coiffe 7-m�thylguanosine. 

!  
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1. 3. D�fis 
 

Le potentiel th�rapeutique de ces ARNi, mis en �vidence par toutes les �tudes in vitro 

et in vivo, serait donc immense. Cependant, de nombreux points restent � am�liorer pour 

parvenir au d�veloppement th�rapeutique de ces technologies.  

 

Tout dÕabord, les acides nucl�iques, et plus particuli�rement lÕARN, sont rapidement 

d�grad�s dans les cellules. Les siARN ont donc une dur�e de vie limit�e du fait de leur 

sensibilit� aux nucl�ases. En effet, la demi-vie des siARN nus dans le s�rum varie de 

quelques minutes � une heure (Behlke 2006). Le clivage, notamment par les enzymes de la 

famille des RNAses A, se produit plus fr�quemment dans les r�gions riches en pyrimidines 

(Turner et al. 2007). Pour augmenter la r�sistance aux nucl�ases, lÕintroduction de nucl�otides 

2Õ-O-m�thyl et de liaisons internucl�otides phosphorothioates (voir Figure 5) � lÕextr�mit� 3Õ 

du brin antisens est possible. Cependant, les modifications chimiques envisageables pour le 

brin antisens sont limit�es, afin de conserver la fonctionnalit� du siARN. Concernant le brin 

sens, un plus grand nombre de nucl�otides modifi�s est tol�r� (possibilit� de substituer plus de 

nucl�otides par des 2Õ-O-m�thyl). Les modifications de chimie 2Õ-fluoro, seules ou en 

combinaison avec des purines 2Õ-O-m�thyl, stabilisent �galement les siARN. Des nucl�otides 

LNA peuvent �galement �tre incorpor�s dans les siARN, mais leur position est plus critique 

que pour les 2Õ-O-m�thyl et 2Õ-fluoro. 

De plus, des �tudes de transcriptome (Jackson et al. 2003) ont r�v�l� un effet Ôoff-

targetÕ des siARN, cÕest-�-dire lÕinhibition de lÕexpression de g�nes autres que le g�ne cible. 

Il a �t� montr� que la plupart de ces effets non sp�cifiques r�sultent dÕune homologie avec une 

r�gion pr�cise du siARN appel�e r�gion ÔseedÕ. Cette r�gion, pr�sente dans les siARN et les 

miARN, est compos�e des nucl�otides 2 � 8 en partant de lÕextr�mit� 5Õ du brin antisens et est 

une r�gion dans laquelle la compl�mentarit� de s�quence pour la cible est parfaite, assurant la 

sp�cificit� de ciblage. Chez les miARN, le reste de la s�quence nÕest que partiellement 

compl�mentaire. Il suffirait donc que cette s�quence ÔseedÕ corresponde � dÕautres g�nes pour 

que le siARN puisse exercer un effet semblable � celui dÕun miARN, sur une cible non 

sp�cifique. Des approches bioinformatiques pr�dictives sont donc � consid�rer lors du design 

des siARN pour �valuer les possibles effets Ôoff-targetÕ. 

Enfin, les ARN double-brins �tant reconnus par la cellule comme la signature dÕune 

infection virale, les siARN peuvent d�clencher une r�ponse immune inn�e conduisant � des 
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effets secondaires ind�sirables. En effet, la reconnaissance des siARN via des r�cepteurs 

appel�s ÔPattern Recognition ReceptorsÕ (PRR) g�n�re une r�ponse inflammatoire et 

antivirale (Whitehead et al. 2011). Parmi ces r�cepteurs, certains Toll-Like Receptors (TLR) 

sont impliqu�s dans la d�tection des siARN : TLR3 (localis� dans les membranes plasmique 

et endosomale, reconna�t lÕARN double-brin), TLR7 (localis� dans la membrane des 

endosomes, reconna�t lÕARN simple-brin) et TLR8 (localis� dans la membrane des 

endosomes, reconna�t lÕARN simple-brin).  

Parmi les PRR, deux prot�ines cytoplasmiques jouent �galement un r�le dans cette 

reconnaissance des siARN : la prot�ine kinase PKR et la prot�ine RIG-I (Retinoic Acid-

Inducible Gene-1). La PKR r�agit de mani�re non sp�cifique avec des ARN double-brins de 

11 pb de longueur, et induit une r�ponse interf�ron et une inhibition g�n�rale de la traduction. 

La r�ponse PKR provoqu�e par les siARN reste cependant mod�r�e, par comparaison � celle 

r�sultant de plus longs ARN double-brins. La prot�ine RIG-I reconna�t les ARN simple ou 

double-brins 5Õ triphosphate et non coiff�s. LÕactivation de ces diff�rentes prot�ines PRR, 

conduit � une transduction de signaux intracellulaires aboutissant � lÕactivation de facteurs de 

transcription et � lÕexpression dÕinterf�rons de type I (IFN-! et IFN-") et de cytokines pro-

inflammatoires (Figure 3).  

Il est � noter �galement que TLR7 et TLR8 reconnaissent les ARN simple-brins de 

mani�re d�pendante de la s�quence. Certains motifs de s�quence sont donc particuli�rement 

immunostimulateurs, comme la s�quence UGUGUU (Judge et al. 2005) ou la s�quence 

GUCCUUCAA (Hornung et al. 2005). LÕintroduction de certaines modifications chimiques 

des nucl�otides, comme les 2Õ-d�oxy, 2Õ-O-m�thyl ou LNA (voir Figure 5), peut r�duire 

lÕactivation de la r�ponse immune, de mani�re d�pendante de la position de ces modifications 

dans la s�quence. 
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Figure 3 : PRR (Pattern Recognition Receptors) impliqu�s dans la reconnaissance des siARN et r�ponse 

immunitaire inn�e associ�e (dÕapr�s Whitehead et al. 2011). 

Les prot�ines cytoplasmiques PKR et RIG-I, ainsi que certains TLR (Toll-Like Receptors) reconnaissent les 
siARN et induisent une r�ponse inflammatoire en stimulant la transcription dÕinterf�rons de type I et de 
cytokines inflammatoires via activation dÕune cascade de signalisation sp�cifique. 

 

Enfin, le dernier point limitant pour un d�veloppement clinique des siARN est leur 

internalisation cellulaire. En effet, les siARN, qui sont gros (environ 13 kDa) et n�gativement 

charg�s, traversent difficilement la membrane plasmique lipophile. Il est donc n�cessaire 

dÕutiliser un syst�me transporteur pour internaliser, voire vectoriser (cÕest � dire cibler 

certains types cellulaires) les siARN. Bien s�r, la nature de ce transporteur influence les 

diff�rents points �voqu�s dans cette partie (stabilit�, off-target et immunostimulation). Les 

diff�rentes strat�gies pour augmenter lÕinternalisation cellulaire des siARN seront abord�es 

dans le second chapitre de cette introduction.  

 

1. 4. D�veloppement clinique 
 

Plus de dix ans apr�s la d�couverte de lÕARNi, une vingtaine de siARN ou shARN 

sont en d�veloppement clinique (phases I ou II), mais aucun nÕa encore �t� approuv� sur le 

march� (Burnett & Rossi 2012). Des progr�s ont �t� apport�s pour optimiser la distribution 
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aux tissus cibles, lÕinternalisation cellulaire et lÕefficacit�, dans des limites acceptables de 

toxicit�. Parmi les premiers candidats � entrer en essais cliniques, beaucoup �taient des 

siARN sans aucune modification chimique, et pr�s de la moiti� des essais cliniques utilisent 

des siARN nus, non vectoris�s (Watts & Corey 2012). Le plus avanc� dÕentre eux, le 

Bevasiranib (Opko Health), un siARN dirig� contre le VEGF pour le traitement de la 

d�g�n�rescence maculaire li�e � lÕ�ge, a �t� stopp� en phase III en 2009 pour des raisons de 

manque dÕefficacit�. Le compos� le plus avanc� en cours de d�veloppement clinique (phase 

IIb) est un siARN non modifi� (ALN-RSV01 ; Alnylam/Cubist), dirig� contre la 

nucl�ocapside du virus RSV (Respiratory syncytial Virus) pour traiter les infections des 

patients ayant re�u une transplantation pulmonaire (injection intranasale ou par inhalation). 

 

I. 2. Les oligonucl�otides antisens 
!

2. 1. Modifications chimiques et m�canismes associ�s 
!

LÕutilisation des oligonucl�otides antisens ADN phosphodiester (PO) est limit�e 

principalement par leur d�gradation rapide par les nucl�ases dans les milieux biologiques 

(sang ou milieu intracellulaire). Un oligonucl�otide non modifi� est d�grad� en quelques 

heures dans 10% de S�rum de Veau FÏtal (SVF) (Stein et al. 2008) et sera donc 

probablement compl�tement d�grad� avant dÕatteindre sa destination. Afin dÕaugmenter la 

stabilit�, des oligonucl�otides modifi�s chimiquement ont �t� d�velopp�s, nÕ�tant pas 

reconnus comme substrats pour les nucl�ases et poss�dant donc une plus grande r�sistance � 

la d�gradation nucl�olytique. La nature de ces modifications affecte le mode dÕaction des 

oligonucl�otides, qui fait intervenir deux m�canismes : le clivage catalytique du transcrit ou 

un blocage st�rique de la fonction des ARN (Figure 4). Les diff�rentes g�n�rations de 

modification des oligonucl�otides seront d�crites dans cette partie, ainsi que les limites et le 

d�veloppement clinique qui leur sont associ�s.  
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Figure 4 : M�canismes dÕaction des oligonucl�otides antisens. 

A) Clivage de lÕARNm par la RNase H au sein de lÕh�t�roduplexe oligonucl�otide/ARN. B) Blocage st�rique de 
lÕinitiation ou de lÕ�longation de la traduction. 

!

 

!

Figure 5 : Structures chimiques des oligonucl�otides antisens (d'apr�s Kurreck 2003). 
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a) 1�re g�n�ration 
 

La premi�re g�n�ration dÕoligonucl�otides modifi�s chimiquement est compos�e 

principalement des Phosphorothioates (PS), dans lesquels un atome dÕoxyg�ne du groupement 

phosphate (non engag� dans la liaison phosphodiester) a �t� remplac� par un atome de soufre 

(Figure 5). Cette modification augmente drastiquement la stabilit� de lÕoligonucl�otide dans 

les cellules en culture et in vivo, la demi-vie dÕun PS �tant approximativement de neuf-dix 

heures dans le s�rum humain contre environ une heure pour un oligonucl�otide non modifi� 

(Kurreck et al. 2002; Kurreck 2003).  Les PS ont �t� synth�tis�s pour la premi�re fois en 1969 

par Eckstein et ses coll�gues (De Clercq et al. 1969) et plusieurs mol�cules PS ont progress� 

dans des essais cliniques depuis, certaines �tant aujourdÕhui en phase III. Seulement une, le 

Fomivirsen ou Vitravene¨ (ISIS/Novartis), a obtenu lÕautorisation de mise sur le march� (en 

1998), pour le traitement des r�tinites induites par le cytom�galovirus (CMV), par injection 

intraoculaire (http://www.isispharm.com). LÕexp�rience des essais pr�-cliniques et cliniques 

utilisant les PS a permis de mettre en �vidence certains inconv�nients relatifs � lÕutilisation de 

ces oligonucl�otides. Tout dÕabord, leur fixation non sp�cifique sur des prot�ines cellulaires, 

notamment avec des prot�ines qui interagissent avec des poly-anions tels que lÕh�parine 

(laminine, fibronectine, bFGF (basic fibroblast growth factor), VEGF (vascular endothelial 

growth factorÉ) engendre des effets secondaires toxiques (Guvakova et al. 1995; Dias & 

Stein 2002). De m�me, les PS peuvent interagir avec certains r�cepteurs cellulaires, tels que 

les r�cepteurs � lÕEGF (Epidermal Growth Factor) ou au VEGF (Vascular Endothelial Growth 

Factor) et perturber leur activation (Rockwell et al. 1997). Il a aussi �t� montr� que les PS 

peuvent inhiber les ADN polym�rases humaines et les RNase H1 et H2 (� fortes 

concentrations) (Gao et al. 1991). Leur fixation non sp�cifique � des prot�ines plasmatiques 

(h�parine, thrombine ou albumine) pourrait �tre b�n�fique dÕun point de vue 

pharmacocin�tique puisquÕelle leur conf�rerait une demi-vie dans le s�rum augment�e, une 

protection vis-�-vis de la filtration r�nale, ainsi quÕune p�n�tration facilit�e dans les tissus 

(Kurreck 2003; Bennett & Swayze 2010). Enfin, lÕaffinit� des PS pour lÕARN est l�g�rement 

diminu�e, en comparaison de celle de leurs analogues PO (r�duction de la temp�rature de 

demi-association, ou Tm, de 0,5¡C par nucl�otide pour lÕassociation dÕun PS � son ARN 

compl�mentaire, en comparaison au PO) (Crooke 1999). Ceci est compens� en partie par une 

l�g�re augmentation de la sp�cificit� dÕhybridation des PS sur lÕARN. 
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Les oligonucl�otides non modifi�s (PO) et PS agissent sur lÕexpression post-

transcriptionnelle des g�nes, en recrutant la RNase H, enzyme constitutive et nucl�aire, 

connue pour son r�le dans la r�plication de lÕADN (d�gradation des amorces dÕARN). Cette 

enzyme clive le brin dÕARN au sein dÕun duplexe ARN/ADN (Stein & Hausen 1969). Chez 

les mammif�res, la RNase H sp�cifique recrut�e aux duplexes Oligonucl�otides/ARN est la 

RNase H1 (Wu et al. 2004). Cette enzyme se lie � lÕh�t�roduplexe ARN/ADN et clive lÕARN, 

en pr�sence de cations divalents (Mg2+, Mn2+), � une position variable entre le septi�me et le 

dixi�me nucl�otide � partir de lÕextr�mit� 5Õ de lÕARN. Les oligonucl�otides PO et PS dirig�s 

contre nÕimporte quelle r�gion de lÕARNm (5Õ ou 3Õ UTR ou r�gion codante) peuvent ainsi 

provoquer le clivage puis la d�gradation du transcrit et inhiber lÕexpression de la prot�ine.  

 

b) 2�me g�n�ration 
 

Dans le but dÕam�liorer lÕaffinit� pour lÕARN, la r�sistance aux nucl�ases et les 

param�tres pharmacocin�tiques des oligonucl�otides, dÕautres modifications ont �t� 

introduites. Les olignonucl�otides dits de seconde g�n�ration comportent une modification 

(alkylation) en 2Õ du sucre et sont appel�s 2Õ-O-m�thyl (2Õ-OMe ; comportent un groupe 

methyl) et 2Õ-O-m�thoxyethyl (2Õ-MOE ; comportent un groupement methoxyethyl) (Figure 

5). Ces modifications conf�rent une bonne r�sistance aux nucl�ases (demi-vie dÕenviron 12 

heures), une toxicit� r�duite par rapport aux PS et une affinit� pour lÕARN augment�e en 

comparaison aux PO et PS isos�quentiels. La Tm des 2Õ-OMe est augment�e de moins dÕ1¡C 

par modification par rapport aux PO (Kurreck et al. 2002), contre une augmentation de 2¡C 

par modification 2Õ-MOE (Bennett & Swayze 2010). 

Ces oligonucl�otides de seconde g�n�ration, en revanche, ne peuvent activer la RNase 

H. En effet, les �tudes m�canistiques et structurales sur la RNase H ont montr� lÕimportance 

de trois param�tres pour permettre la reconnaissance et le clivage de lÕARN cible (Zamaratski 

et al. 2001). Tout dÕabord, lÕaccessibilit� du groupement 2Õ-OH de lÕARN est cruciale pour le 

clivage. Toute modification � proximit� du petit sillon doit donc �tre �vit�e pour pr�server 

lÕaccessibilit� de ce groupe 2Õ-OH. De plus, la largeur du petit sillon de lÕh�lice form�e par le 

duplexe Oligonucl�otide/ARN est cruciale pour la reconnaissance par la RNase H. Celle-ci 

doit �tre suffisamment large pour sÕaccommoder au site de clivage de lÕenzyme, ce qui 

pourrait expliquer en partie la sp�cificit� de lÕenzyme pour les duplexes ARN/ADN. 
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Structurellement, les duplexes ADN/ADN sont de forme B, dont la largeur du petit sillon 

varie entre 3 et 7,4 �. LÕh�lice form�e par lÕh�t�roduplexe ARN/ADN comporte un petit 

sillon beaucoup plus large (entre 8,9 et 10,5 �), plus proche de celui adopt� par les duplexes 

ARN/ARN (de 9,3 � 10,8 � : forme A). La discrimination vis-�-vis de la forme A pourrait 

d�pendre de la rigidit� des deux brins dans les duplexes ARN/ARN (Mangos et al. 2003). En 

effet, la flexibilit� de lÕoligonucl�otide doit permettre une adaptation conformationnelle 

n�cessaire au clivage par lÕenzyme. Ainsi, les modifications en 2Õ du sucre des 

oligonucl�otides de seconde g�n�ration ne sont pas compatibles avec un clivage par la RNase 

H.  

Selon leur cible, ces oligonucl�otides inhibent par blocage st�rique le m�tabolisme de 

divers ARN : inhibition de la traduction des ARNm (Figure 4B), interf�rence avec lÕ�pissage 

des pr�-ARNm, ou blocage de la fonction des miARN. Ce m�canisme dÕaction a �t� montr� 

pour la premi�re fois en 1997 (Baker et al. 1997), avec un oligonucl�otide 2Õ-MOE dirig� 

contre la r�gion de la coiffe en 5Õ du transcrit de ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1), 

qui bloque la formation du complexe 80S dÕinitiation de la traduction, sans interf�rer avec 

lÕ�pissage ou le transport nucl�o-cytoplasmique des transcrits.  

Alternativement, des oligonucl�otides antisens dits ÔgapmersÕ peuvent �tre utilis�s 

pour induire un clivage de lÕARNm par la RNase H. Ces oligonucl�otides comportent des 

modifications de 2�me ou 3�me g�n�ration � leurs extr�mit�s, de mani�re � augmenter la 

stabilit� vis-�-vis des nucl�ases ainsi que lÕaffinit� pour lÕARN, et une fen�tre de 6-8 

nucl�otides PO ou PS contigus minimum (Kurreck et al. 2002), de mani�re � recruter la 

RNase H.  

Une quinzaine dÕoligonucl�otides 2Õ-OMe ou 2Õ-MOE, dont la grande majorit� sont 

des gapmers, sont actuellement en essais cliniques (principalement en phase I ou II). Un 

gapmer 2Õ-MOE/PS, le Mipomersen (Genzyme/ISIS), a re�u lÕautorisation de mise sur le 

march� en janvier 2013 (http://www.kynamro.com). Cet oligonucl�otide cible lÕARNm de 

lÕapolipoprot�ine B100 (APOB100) et est administr� en injections sous-cutan�es aux patients 

atteints de formes familiales dÕhypercholest�rol�mie. Il sÕagit du premier oligonucl�otide 

antisens d�livr� en syst�mique � atteindre le march�. 
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c) 3�me g�n�ration 
 

Afin dÕam�liorer les propri�t�s antisens des oligonucl�otides, un grand nombre 

dÕanalogues de lÕARN ou de lÕADN ont �t� d�velopp�s et constituent la troisi�me g�n�ration 

dÕoligonucl�otides antisens modifi�s. Les modifications chimiques concernent les liaisons 

phosphodiester, le sucre ou les nucl�otides. Seules certaines de ces modifications, parmi les 

plus prometteuses, seront d�crites ici.  

Les Locked Nucleic Acids (LNA) : 

Les LNA, initialement synth�tis�s en 1998 par Imanishi et Wengel (Ers et al. 1998; 

Koshkin et al. 1998), sont des ribonucl�otides contenant un pont m�thyl�ne reliant lÕoxyg�ne 

2Õ du ribose avec le carbone en 4Õ (Figure 5), qui leur impose une conformation C3Õ-endo et 

par cons�quent une flexibilit� restreinte. Ces mol�cules poss�dent des propri�t�s int�ressantes 

pour leur r�sistance �lev�e aux nucl�ases, mais surtout pour leur affinit� dÕhybridation 

exceptionnelle vis-�-vis de lÕADN et de lÕARN. Cette augmentation dÕaffinit� est plus 

importante vis-�-vis de lÕARN, et la Tm est classiquement augment�e de 5 � 7¡C par base 

LNA (Stein et al. 2008). La plus grande augmentation de Tm est observ�e lorsque les 

nucl�otides LNA sont introduits dans un oligonucl�otide PS, qui conf�re une �l�vation de la 

Tm de 9 � 10¡C par modification. LÕintroduction de nucl�otides LNA dans un oligonucl�otide 

conduit � un changement conformationnel du duplexe vers une h�lice de type A. De plus, les 

modifications LNA induisent un changement conformationnel des d�oxynucl�otides 

avoisinants, ce qui explique que lÕinsertion de seulement quelques nucl�otides LNA suffit � 

conf�rer une tr�s haute affinit� � lÕoligonucl�otide entier. 

Les modifications LNA peuvent �tre introduites sous deux formes dans un 

oligonucl�otide, aboutissant � un oligonucl�otide dit ÔmixmerÕ, ou � un oligonucl�otide dit 

ÔgapmerÕ. Les mixmers LNA sont des oligonucl�otides dans lesquels des nucl�otides LNA 

sont dispers�s tout le long de la s�quence, � raison dÕun LNA tous les deux ou trois 

nucl�otides. Tout comme la grande majorit� des oligonucl�otides comportant des 

modifications en 2Õ du ribose, les LNA nÕactivent pas la RNase H et peuvent agir selon un 

m�canisme de blocage st�rique, sur la traduction (Fluiter et al. 2003) ou lÕ�pissage (Aartsma-

Rus et al. 2004), ou en interf�rant avec la fonction dÕun miARN (Lanford et al. 2010). Les 

oligonucl�otides LNA gapmers sont constitu�s dÕun segment central dÕADN ou de PS et de 

deux segments de LNA aux extr�mit�s de lÕoligonucl�otide. Une s�quence centrale de 7-8 
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nucl�otides dÕADN ou de PS conf�re la possibilit� de clivage de lÕARN cible par la RNase H 

(Kurreck 2003).  

La premi�re utilisation in vivo dÕoligonucl�otides LNA, gapmer et mixmer, a montr� 

une forte efficacit� chez le rat, accompagn�e dÕune bonne stabilit� et de lÕabsence dÕeffets 

toxiques (Wahlestedt et al. 2000). Trois oligonucl�otides LNA gapmers sont aujourdÕhui en 

essais cliniques dans le domaine de lÕoncologie (Bennett & Swayze 2010). Un LNA mixmer, 

le miravirsen, est entr� en essai clinique de phase II en 2010 pour le traitement de lÕinfection 

par le virus de lÕh�patite C. Cet oligonucl�otide, d�velopp� par Santaris Pharma A/S, cible le 

micro ARN miR-122 et est le premier oligonucl�otide ciblant un micro-ARN � entrer en 

essais cliniques (santaris.com). 

Les Phosphorodiamidate Morpholino Oligomers (PMO) : 

Les PMO sont des analogues non ioniques de lÕADN dans lesquels le sucre est 

remplac� par un cycle morpholino et les liaisons phosphodiesters ont �t� remplac�es par des 

liaisons phosphorodiamidates (Figure 5). Leur synth�se a �t� d�crite en 1997 (Summerton & 

Weller 1997). Ces oligonucl�otides nÕ�tant pas charg�s, les interactions non d�sirables avec 

les prot�ines du s�rum sont limit�es. Ils ont une bonne stabilit� vis-�-vis des nucl�ases mais 

leur affinit� pour lÕARN est similaire � celle dÕun oligonucl�otide ADN isos�quentiel, et donc 

bien plus faible que celle de la plupart des autres oligonucl�otides de troisi�me g�n�ration. 

Pour cette raison, leur taille est g�n�ralement comprise entre 18 et 31 bases. Les PMO 

nÕactivent pas la RNase H et agissent par blocage st�rique de lÕinitiation de la traduction, 

redirection de lÕ�pissage ou blocage de miARN. Ils sont tr�s utilis�s comme outils en biologie 

du d�veloppement ou pour comprendre la fonction de certains g�nes dans des maladies 

g�n�tiques. En effet, ces oligonucl�otides sont facilement microinjectables dans des embryons 

dÕorganismes mod�les tels que le x�nope ou le poisson z�bre pour inhiber lÕexpression dÕun 

ARN messager � un stade de d�veloppement (Nasevicius & Ekker 2000). Plusieurs PMO sont 

actuellement en cours de d�veloppement clinique. Parmi eux, le plus avanc� est lÕeteplirsen 

(AVI-4658, Sarepta Therapeutics), un PMO dirig� contre lÕARN pr�-messager de la 

dystophine, actuellement en phase II (sareptatherapeutics.com). Cet oligonucl�otide provoque 

un saut dÕexon permettant de restaurer lÕexpression dÕune dystrophine fonctionnelle chez les 

patients atteints de la Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD).  
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 Les N3Õ!P5Õ Phosphoroamidates (NP) : 

Les NP comportent un groupement amine en position 3Õ du ribose, qui remplace 

lÕoxyg�ne (figure 5) (Gryaznov et al. 1995). Ils ont � la fois dÕune forte affinit� pour lÕARN et 

dÕune bonne r�sistance aux nucl�ases (Gryaznov et al. 1996). Ils nÕactivent pas la RNase H 

mais sont de bons agents antisens bloqueurs st�riques en cellules et in vivo (Skorski et al. 

1997; Faria et al. 2001). Une �tude originale et int�ressante rapporte lÕutilisation dÕun 

oligonucl�otide 13 mer N3Õ ! P5Õ-thio-phosphoramidate conjugu� � un lipide et dirig� contre 

la composante ARN de la t�lom�rase humaine, pour inhiber lÕactivit� t�lom�rase dans des 

cellules tumorales et in vivo dans un mod�le murin de x�nogreffes (Dikmen et al. 2005). Cette 

�tude a �t� controvers�e par des travaux en 2007, qui ont montr� que ces effets 

antim�tastasiques r�sulteraient plut�t, au moins en partie, dÕun effet cellulaire antiadh�sif 

(Jackson et al. 2007). Cet oligonucl�otide est actuellement en d�veloppement clinique de 

phase II (geron.com) sous le nom dÕImetelstat (GRN163L), pour le traitement de deux 

tumeurs solides et de deux tumeurs h�matologiques.  

Les Peptide Nucleic Acids (PNA) : 

 

!

Figure 6 : Structures chimiques compar�es des PNA et de l'ADN (d'apr�s Ray and Norden 2000). 

 

Les PNA, d�crits en 1991 par lÕ�quipe de P.E. Nielsen (Nielsen et al. 1991), sont des 

analogues structuraux dÕacides nucl�iques dont le squelette sucre-phosphate a �t� remplac� 

par un squelette pseudo-peptidique dÕunit�s 2-amino�thylglycine, sur lequel sont greff�es des 

bases azot�es (Figure 6). Leurs extr�mit�s amino-terminale et carboxy-terminale 

correspondent respectivement aux extr�mit�s 5Õ et 3Õ des acides nucl�iques. Les angles et les 

distances entre les bases sont les m�mes que pour lÕADN, ce qui permet � ces mol�cules de 
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sÕhybrider aux acides nucl�iques. Les PNA nÕactivent pas la RNase H et sont tr�s stables dans 

les milieux biologiques car ils ne sont substrats ni des prot�ases, ni des nucl�ases, du fait de 

leur structure mixte. Leur affinit� pour les acides nucl�iques est tr�s �lev�e. Cependant, ces 

mol�cules neutres sont moins solubles que les acides nucl�iques n�gativement charg�s. 

LÕapport de charges positives via lÕajout dÕune ou deux lysines en 3Õ permet classiquement 

dÕaugmenter la solubilit� des PNA (Ray & Nord�n 2000). 

 Formation de duplexes 

Les PNA peuvent sÕhybrider en duplexe sur un ARN ou un ADN simple-brin, avec 

une affinit� plus importante que les duplexes ARN/ADN ou ADN/ADN correspondants 

(Larsen et al. 1999). La stabilit� globale dÕun tel duplexe d�pend principalement du contenu 

en GC et de sa longueur. LÕaffinit� des PNA est plus importante pour lÕARN que pour lÕADN. 

Ceux-ci peuvent sÕhybrider par liaisons Watson-Crick de mani�re parall�le ou anti-parall�le 

(lÕextr�mit� N-ter du PNA faisant face � lÕextr�mit� 3Õ de lÕacide nucl�ique cibl�), cette 

derni�re orientation �tant la plus stable (Egholm et al. 1993). Leur sp�cificit� dÕappariement 

est tr�s forte, la stabilit� thermique �tant consid�rablement diminu�e en pr�sence dÕun ou 

plusieurs m�sappariements (Egholm et al. 1993). Les PNA peuvent �galement former des 

duplexes PNA/PNA extr�mement stables. 

 Formation de triplexes 

Deux mol�cules de PNA oligopyrimidiques peuvent former un triplexe avec une 

mol�cule dÕacide nucl�ique oligopurique en mettant en jeu � la fois des liaisons hydrog�ne 

Watson-Crick et des liaisons Hoogsteen (Figure 7). Les bases de PNA impliqu�es dans ce 

type de liaisons sont les thymines (triplets T.AT) et les cytosines protonn�es en milieu acide 

(pH compris entre 5 et 5,5) (triplets C+.GC). 
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Figure 7 : Fixation des PNA sur une s�quence dÕADN double-brin homopurique par un m�canisme 

dÕinvasion de brin (d'apr�s Nielsen 2010). 

Un premier PNA homopyrimidique se lie au brin compl�mentaire dÕADN par liaisons Watson-Crick. Un second 
PNA se lie � ce complexe PNA :ADN par liaisons Hoogsteen, en formant ainsi un triplexe, r�sultant en une 
structure de type ÔP-loopÕ. Les triplets de bases T.AT et C+.GC sont impliqu�s dans la formation de tels triplexes. 

!

Les PNA peuvent former des triplexes avec lÕADN double-brin par un m�canisme 

dÕinvasion de brin. En effet, plut�t que de former une triple h�lice classique en se liant dans le 

grand sillon de lÕADN, deux PNA homopyrimidiques sÕhybrident sur le brin homopurine de 

lÕADN, lÕun par liaisons Watson-Crick, lÕautre par liaisons Hoogsteen. Le brin dÕADN 

homopyrimidique est �cart� et  forme une boucle simple-brin. Le complexe PNA2/ADN 

r�sultant forme ainsi une structure appel�e ÔP-loopÕ (Nielsen 2010) (Figure 7). La 

configuration antiparall�le est la plus favorable pour la formation du duplexe Watson-Crick, 

tandis quÕune configuration parall�le est plus stable pour la fixation du second PNA par les 

liaisons Hoogsteen. DÕautres structures, moins favorables ou n�cessitant lÕutilisation de PNA 

modifi�s chimiquement, sont �galement possibles entre les PNA et lÕADN double-brin, telles 

quÕune invasion en duplexe ou double duplexe (avec des PNA pseudo-compl�mentaires). La 

fixation des PNA sur lÕADN (strat�gie dite Ôantig�neÕ) peut avoir diverses applications telles 

que lÕactivation (Liu et al. 2002) ou lÕinhibition (Hu & Corey 2008) de la transcription ou 

lÕinhibition de la r�plication (Taylor et al. 1997). 

Les PNA peuvent �galement se fixer aux ARN en duplexe ou en triplexe (pour les 

PNA ciblant des s�quences polypuriques) et agir en tant que bloqueurs st�riques selon une 
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strat�gie antisens. Les structures de type triplexes (PNA)2/ARN ont une tr�s forte stabilit� 

thermique, avec des Tm sup�rieures � 70¡C, dans le cas de PNA d�camers (Knudsen & 

Nielsen 1996). La premi�re utilisation des PNA comme agents antisens dans les cellules 

eucaryotes, concerne un PNA dirig� contre lÕARNm de lÕantig�ne T du SV40 et microinject� 

dans des cellules en culture, conduisant � une inhibition de lÕantig�ne T (Hanvey et al. 1992). 

Les m�canismes responsables de cette inhibition ne sont cependant pas clairs : le PNA 

pouvant se fixer � lÕADN ou � lÕARN, un effet sur la transcription ne pouvait �tre exclu. 

Depuis, les PNA ont �t� largement utilis�s en cellules et in vivo pour inhiber la traduction 

(Margus Pooga et al. 1998), bloquer les miARN (Fabani et al. 2010) et interf�rer avec 

lÕ�pissage (Ivanova et al. 2008). Cependant, aucun PNA nÕest aujourdÕhui en d�veloppement 

clinique, leur utilisation �tant limit�e principalement par leur faible internalisation cellulaire.  

!

2. 2. Les applications  
!

Les oligonucl�otides antisens peuvent moduler lÕexpression post-transcriptionnelle des 

g�nes, � diff�rents niveaux. Les principales applications seront d�crites dans ce paragraphe.  

 

a) Inhibition de la traduction 
 

Les oligonucl�otides antisens peuvent inhiber la traduction par deux m�canismes 

distincts : le clivage de lÕARNm ou le blocage st�rique de la traduction (Figure 4).  

Le premier m�canisme est d�pendant de la RNase H, enzyme ubiquitaire qui 

hydrolyse le brin dÕARN dans le duplexe ARN/Oligonucl�otide ADN. Cette enzyme ne peut 

�tre recrut�e que par les oligonucl�otides PO ou PS, qui peuvent ainsi inhiber lÕexpression 

prot�ique en ciblant nÕimporte quelle r�gion du transcrit. Des inhibitions tr�s efficaces (> 

80%) de la traduction dÕune prot�ine sont g�n�r�es par cette approche (Dias & Stein 2002). 

Du fait de leur structure, les oligonucl�otides de seconde et troisi�me g�n�ration ne peuvent 

pas activer la RNase H. Cependant, il est possible de concevoir des oligonucl�otides 

chim�riques, dits gapmers, comportant des extr�mit�s avec des modifications de seconde ou 

troisi�me g�n�ration (2Õ-MOE, 2Õ-OMe, LNA, PNAÉ) et une fen�tre centrale 

dÕoligonucl�otides ADN ou PS.  
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Les oligonucl�otides de seconde et troisi�me g�n�rations agissent selon un mode 

ind�pendant de la RNase H et sont nomm�s oligonucl�otides bloqueurs st�riques. En effet, 

ces oligonucl�otides agissent en interf�rant physiquement avec la machinerie de traduction, au 

niveau de lÕinitiation ou de lÕ�longation de la traduction.  

Les m�canismes exacts dÕinhibition de lÕinitiation de la traduction semblent d�pendre 

de la r�gion exacte cibl�e sur le transcrit (coiffe, 5ÕUTR, AUG ou premiers exons). En 1997, 

Baker et al. montrent que des oligonucl�otides 2Õ-O-(2-m�thoxy)�thyl dirig�s contre la r�gion 

de la coiffe en 5Õ du transcrit de ICAM-1 (human intercellular adhesion molecule 1), inhibent 

lÕexpression de la prot�ine dans des cellules HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) 

en interf�rant st�riquement avec la formation du complexe dÕinitiation 80S de la traduction, 

sans effet sur lÕ�pissage ou inhibition du transport de lÕARN (Baker et al. 1997). Il a �t� 

montr� que les premiers nucl�otides apr�s lÕAUG sont �galement importants pour lÕinitiation 

de la traduction. En effet, lÕassociation des monosomes est inhib�e si lÕoligonucl�otide sÕ�tend 

jusquÕau 18�me nucl�otide apr�s lÕAUG (Liebhaber et al. 1992), le complexe ribosomique 80S 

couvrant de 14 � 20 nucl�otides de part et dÕautre de lÕAUG (Kozak 1989). Les 

oligonucl�otides bloqueurs st�riques sont �galement efficaces dans des syst�mes bact�riens ou 

viraux. Une application int�ressante concerne le ciblage de lÕARN du virus de lÕh�patite C 

(HCV), qui contient une structure IRES en 5ÕUTR, n�cessaire pour la traduction et la 

r�plication virale. Des oligonucl�otides 17 mer PNA et LNA sont efficaces pour envahir des 

s�quences critiques au sein de lÕIRES et inhiber la traduction dÕun ARN rapporteur dans des 

cellules r�nales de singe (Nulf & Corey 2004). 

Dans le cas o� lÕoligonucl�otide est dirig� contre la r�gion codante de lÕARNm, il est 

possible dÕinduire lÕinhibition de lÕ�longation de la traduction, par arr�t de la machinerie de 

traduction par lÕoligonucl�otide. LÕavantage de cette strat�gie consiste en la possibilit� de 

g�n�rer une prot�ine tronqu�e au site de fixation de lÕoligonucl�otide. Si la stabilit� de cette 

prot�ine tronqu�e est suffisamment bonne dans la cellule, elle pourrait alors agir comme 

dominant n�gatif, cÕest-�-dire comme une version inactive de la prot�ine normalement 

traduite (voir Chapitre III). La difficult� du blocage st�rique de lÕ�longation de la traduction 

repose sur lÕactivit� h�licase des ribosomes lors de la traduction. Cette activit� h�licase a pour 

fonction de d�faire les structures secondaires des ARNm pour permettre leur traduction 

(Takyar et al. 2005). Pour cette raison, seuls les oligonucl�otides formant des complexes de 

type triplexe ou covalents sur la s�quence cible de lÕORF sont efficaces.  

Des agents pontants peuvent �tre coupl�s aux oligonucl�otides pour g�n�rer une 

liaison covalente entre les oligonucl�otides et leur cible. Le psoralen est un compos� 
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photor�actif permettant la formation irr�versible dÕadduits covalents entre lÕoligonucl�otide et 

sa cible apr�s irradiation aux UV (366 nm). LÕ�longation de la traduction par des 

oligonucl�otides 2Õ-OMe coupl�s � un psoralen est possible in vitro, dans du lysat de 

r�ticulocytes de lapin (Johansson et al. 1994). Egalement, le trans-diaminedichloroplatine 

peut �tre utilis� pour lier covalemment lÕoligonucl�otide sur sa cible. Le couplage de cette 

mol�cule a un oligonucl�otide contenant deux guanines espac�es par un nucl�otide non 

guanine (triplet GNG), permet la formation dÕun pont intramol�culaire entre les deux 

guanines. Ce pont peut se r�arranger spontan�ment en pont intermol�culaire lorsque 

lÕoligonucl�otide sÕapparie avec son ARN compl�mentaire. Ce r�arrangement est encore plus 

efficace quand le triplet CNC de lÕARN cible est remplac� par un doublet UA ou CA. Il a 

ainsi �t� montr� quÕun oligonucl�otide 2Õ-OMe coupl� � ce trans-platine inhibe efficacement 

lÕ�longation de la traduction de lÕoncog�ne Ha-ras in vitro et dans des cellules transform�es 

(Boudvillain et al. 1997). De la m�me mani�re, des oligonucl�otides 2Õ-OMe dirig�s contre la 

s�quence codante de lÕARNm de la prot�ine N du virus VSV (Vesicular Stomatitis Virus) 

inhibent lÕ�longation de la traduction in vitro lorsquÕils sont conjugu�s au trans-platine (Gee 

et al. 1998). Les oligonucl�otides ÔpincesÕ sont constitu�s de deux oligonucl�otides reli�s par 

un bras de liaison et compl�mentaires dÕune m�me s�quence homopurique dÕARN. Ils sont 

capables de former un triplexe bimol�culaire sur lÕARN, en engageant des liaisons Watson-

Crick et Hoogsteen. Il a �t� montr� quÕun oligonucl�otide PS pince dirig� contre la r�gion 

codante de lÕoncog�ne c-myc, coupl� au psoralen en 5Õ, inhibe lÕ�longation de la traduction 

apr�s irradiation aux UV dans des cellules de m�lanome murin, conduisant � lÕinhibition de la 

prolif�ration cellulaire (Stewart et al. 2001). Ces approches sont toutefois limit�es par la 

difficult� de transposer lÕactivation photochimique in vivo dans le cas du psoralen, et par la 

lenteur de la cin�tique de formation des ponts intermol�culaires et la relativement faible 

sp�cificit� dans le cas du pontage induit par le trans-platine (Boudvillain et al. 1997). 

Certains PNA sont capables dÕinhiber lÕ�longation de la traduction en lÕabsence de 

complexe covalent avec lÕARNm. Nielsen et Knudsen ont montr� que seuls des PNA 

polypyrimidiques ou des PNA pinces sont capables dÕarr�ter lÕ�longation de la traduction 

dans un syst�me de traduction in vitro de lÕARNm de lÕac�tyltransf�rase chloramph�nicol, en 

formant probablement des structures de type triplexe PNA2/ARN (Knudsen & Nielsen 1996). 

Dans cette �tude, les PNA compos�s de purines et de pyrimidines et ne formant a priori que 

des duplexes avec leur cible, ne sont pas efficaces pour inhiber lÕ�longation de la traduction. 

Ces derniers forment pourtant des duplexes tr�s stables, avec des Tm parfois sup�rieures � 

celles des PNA polypyrimidiques efficaces pour arr�ter lÕ�longation de la traduction. Les 
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auteurs concluent donc sur la n�cessit� dÕune structure de type triplexe, bien que la stabilit� ne 

soit pas le crit�re d�cisif pour lÕefficacit� dÕinhibition de lÕ�longation de la traduction. La 

n�cessit� de cibler des s�quences polypuriques constitue une limite � cette approche, le 

nombre de cibles �tant alors restreint. Plusieurs �tudes in vitro sur lÕoncog�ne Ha-ras ont par 

la suite montr� que des s�quences mixtes de PNA (PNA constitu�s de purines et de 

pyrimidines) peuvent �galement inhiber efficacement lÕ�longation de la traduction en formant 

des triplexes PNA2/ARN partiels (Dias et al. 2002; S�namaud-Beaufort et al. 2003).  

 

b) Modulation de lÕ�pissage 
 

LÕ�pissage est un processus complexe de maturation de lÕARN pr�-messager, 

consistant � �liminer les introns et � relier les exons entre eux, via la pr�sence de s�quences 

consensus au d�but et � la fin des introns. Ce processus est orchestr� par le spliceosome, qui 

implique des centaines de prot�ines et de petits ARN (snARN) (Aartsma-Rus & van Ommen 

2009). Les oligonucl�otides antisens bloqueurs st�riques peuvent �tre utilis�s en th�rapie de 

maladies g�n�tiques r�sultant dÕun d�faut dÕ�pissage. Ils peuvent en effet permettre de 

restaurer la production dÕune prot�ine fonctionnelle ou partiellement fonctionnelle en 

stimulant ou en masquant un site dÕ�pissage, par diff�rents m�canismes (r�capitul�s sur la 

Figure 8).  
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Figure 8 : M�canismes de correction dÕ�pissage par les oligonucl�otides antisens bloqueurs st�riques 

(d'apr�s El Andaloussi 2012). 

(a) Blocage de sites cryptiques dÕ�pissage ; exemple du g�ne de la "-globine : des mutations dans lÕintron 2 
g�n�re des sites cryptiques dÕ�pissage conduisant � lÕinclusion dÕune partie de lÕintron dans lÕARNm mature. Le 
blocage dÕun site cryptique avec un oligonucl�otide permet de restaurer un �pissage correct. (b) Inclusion 
dÕexon ; exemple du g�ne SMN2 : une mutation dans le g�ne inhibe la reconnaissance de lÕexon 7 par le 
spliceosome et conduit � lÕexclusion de cet exon dans lÕARN �piss�. Le ciblage de certaines s�quences par des 
oligonucl�otides permet de stimuler lÕinclusion de lÕexon 7. (c) Saut dÕexon ; exemple du g�ne de la dystrophine 
(Dystrophie Musculaire de Duchenne) : des d�l�tions dÕexons (ici 49 et 50) conduisent � la formation de 
transcrits comportant un d�calage de phase de lecture et � lÕexpression dÕune prot�ine non fonctionnelle. Le 
ciblage dÕune s�quence au sein de lÕexon 51 masque la reconnaissance de cet exon et entra�ne son exclusion dans 
le transcrit mature, permettant de restaurer un cadre de lecture correct pour lÕexpression dÕune prot�ine semi-
fonctionnelle. SSO : Splice Switching Oligonucleotide. 

 

(a) Blocage de sites cryptiques dÕ�pissage  

Cette strat�gie a �t� d�velopp�e dans le cas de maladies li�es � des mutations dans des 

introns, qui cr�ent ou activent un site dÕ�pissage dit cryptique, cÕest-�-dire inactif dans les 

conditions normales. Ceci a pour cons�quence lÕinclusion dÕun fragment intronique dans 

lÕARNm �piss�, modifiant alors le cadre de lecture et conduisant donc � la production dÕune 

prot�ine inactive. Le ciblage de ce site cryptique dÕ�pissage avec des oligonucl�otides 

antisens permet de restaurer un �pissage normal et lÕexpression dÕune prot�ine fonctionnelle. 

Les exemples les plus connus sont la mucoviscidose (g�ne CFTR) et la "-thalass�mie (g�ne 

de la "-globine). La "-thalass�mie est caus�e par des mutations dans le g�ne de la "-globine. 
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La "-globine �tant une sous-unit� de lÕh�moglobine, il en r�sulte une production insuffisante 

dÕh�moglobine pour acheminer lÕoxyg�ne dans le sang. De plus, lÕexc�s dÕ !-globine, 

produite pour compenser, endommage les h�maties. Les mutations les plus courantes 

induisent un �pissage aberrant, conduisant � une mauvaise traduction de la "-globine. Ces 

mutations sont principamement dans lÕintron 2 du g�ne (positions 654, 705 et 745) et activent 

un site dÕ�pissage en amont. LÕutilisation de ce site dÕ�pissage par le spliceosome g�n�re un 

ARNm contenant un morceau de lÕintron 2 et lÕapparition dÕun codon stop pr�matur� (Figure 

9). Il a �t� montr� quÕun oligonucl�otide PPMO (PMO coupl� � un peptide p�n�trant riche en 

arginines) dirig� contre la mutation 654 est tr�s efficace in cellulo. LÕinjection syst�mique de 

cet oligonucl�otide � des souris mod�les de la maladie conduit � lÕaugmentation de la quantit� 

dÕh�moglobine dans le sang et am�liore le nombre et la qualit� de cellules �rythro�des (Svasti 

et al. 2009). 

 

!

Figure 9 : Correction dÕ�pissage de lÕARN pre-messager de la !-globine (d'apr�s Mercatante et Kole 2000). 

Des mutations dans lÕintron 2 du g�ne (positions 654, 705 et 745) g�n�rent un site aberrant dÕ�pissage et activent 
un site cryptique dÕ�pissage en amont, r�sultant en la production dÕun transcrit non compl�tement �piss�. Le 
ciblage de ces sites cryptiques dÕ�pissage par un oligonucl�otide antisens permet de masquer ces sites aberrants 
et de restaurer la production dÕune prot�ine fonctionnelle.  

 

(b) Inclusion dÕexon  

LÕatrophie spinale musculaire est une maladie neuromusculaire autosomale r�cessive, 

caus�e par la pr�sence de mutations dans le g�ne SMN1 (survival of motor neuron 1) qui code 

la prot�ine SMN, essentielle pour la pr�servation de lÕint�grit� des motoneurones. Chez 

lÕhumain, le g�ne SMN2 est un variant tr�s proche du g�ne SMN1, produisant de tr�s faibles 

quantit�s de prot�ine SMN, insuffisantes pour compenser la perte de fonction de SMN1. La 
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faible activit� du g�ne SMN2 est due � une mutation qui inhibe la reconnaissance de lÕexon 7 

par le spliceosome, conduisant � lÕexclusion de cet exon dans lÕARNm �piss� et � la 

production dÕune prot�ine SMN instable. Les s�quences ESS (Exonic Splicing Silencers) sont 

des s�quences exoniques qui inhibent lÕinclusion dÕun exon lors de lÕ�pissage, via leur 

reconnaissance sp�cifique par des facteurs du spliceosome (Figure 10). Au contraire, les 

s�quences ESE (Exonic Splicing Enhancers) sont des s�quences exoniques qui stimulent 

lÕinclusion de lÕexon. De m�me, il existe des s�quences r�gulatrices introniques, appel�es ISS 

(Intronic Splicing Silencers) et ISE (Intronic Splicing Enhancers). La mutation suppos�e 

responsable de lÕexclusion de lÕexon 7 dans le g�ne SMN2 est une substitution de cytosine par 

une thymine, supprimant un ESE ou formant un ESS, ou les deux. Cependant, il existe 

dÕautres E/ISS et E/ISE dans lÕexon 7 et les introns lÕencadrant (Aartsma-Rus & van Ommen 

2009).  

La strat�gie th�rapeutique la plus directe utilisant les oligonucl�otides antisens 

consiste � cibler les s�quences E/ISS afin de stimuler lÕinclusion de lÕexon 7. Un criblage de 

diff�rentes s�quences dÕoligonucl�otides 2Õ-MOE  ciblant les introns 6 et 7 (Hua et al. 2008) 

et lÕexon 7 a conduit � la mise en �vidence de lÕefficacit� de certains oligonucl�otides pour 

stimuler lÕinclusion de lÕexon 7 en cellules HEK293 et dans un mod�le de souris 

transg�niques. Apr�s injection syst�mique des oligonucl�otides, ces souris pr�sentent des 

niveaux plus �lev�s de prot�ine SMN dans le foie, les reins et les muscles. Cependant, aucun 

effet nÕa pu �tre observ� dans la moelle �pini�re. En effet, les oligonucl�otides ne pouvant 

traverser la barri�re h�mato-enc�phalique, des injections directes dans la moelle �pini�re ou le 

syst�me nerveux central sont n�cessaires (Aartsma-Rus & van Ommen 2009). 
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Figure 10 : R�les des s�quences exoniques ESS/ESE (Exonic Splicing Silencer/ Exonic Splicing Enhancer) 

et des s�quences introniques ISS/ISE (Intronic Splicing Silencer/Intronic Splicing Enhancer) (d'apr�s 

Aartsma-Rus et Van Ommen 2009). 

a) Le d�but et la fin des exons sont reconnus par des prot�ines du spliceosome au niveau de s�quences consensus 
stimulatrices ou inhibitrices de lÕ�pissage, ESE et ESS respectivement. De telles s�quences sont �galement 
pr�sentes dans les introns, ISE et ISS. Les s�quences stimulatrices (ESE et ISE) sont reconnues par des prot�ines 
SR (riches en s�rine et arginines), tandis que les s�quences inhibitrices sont reconnues par les prot�ines hnRNP 
(heterogeneous nuclear ribonucleoproteins). Ces prot�ines initient respectivement la stimulation ou lÕinhibition 
de lÕ�pissage de lÕexon par interaction avec dÕautres prot�ines de la machinerie dÕ�pissage. b) La substitution 
dÕune cytosine en thymine dans lÕexon 7 du g�ne SMN2 transforme un ESE en ESS. Ceci a pour cons�quence 
une inhibition de lÕinclusion de cet exon dans le transcrit, passant par la reconnaissance de lÕESS par les 
prot�ines hnRNP. 

 

(c) Saut dÕexon  

LÕexemple le plus appropri� pour illustrer la strat�gie du saut dÕexon est la Dystrophie 

Musculaire de Duchenne (DMD), qui constitue le plus fr�quent et le plus s�v�re des troubles 

neuromusculaires, et pour lequel les oligonucl�otides antisens bloqueurs st�riques 

repr�sentent la th�rapie la plus prometteuse. Cette maladie est caus�e par une mutation dans le 

g�ne de la dystrophine, conduisant � une prot�ine non fonctionnelle. La dystrophine est une 

prot�ine modulaire comportant deux domaines terminaux reliant le cytosquelette dÕactine � la 

matrice extracellulaire, s�par�s par un domaine central (Figure 11). Cette prot�ine est requise 

pour la stabilit� des fibres musculaires pendant la contraction. Les mutations rencontr�es chez 

les patients sont principalement des d�l�tions, conduisant au d�calage du cadre de lecture et � 

lÕapparition de codons stop pr�matur�s. De lÕabsence de dystrophine fonctionnelle, r�sulte 

une d�g�n�rescence musculaire due � lÕalt�ration des fibres musculaires durant la contraction. 

Celles-ci sont progressivement remplac�es par du tissu graisseux et conjonctif. La strat�gie du 

saut dÕexon consiste � masquer un site dÕ�pissage avec un oligonucl�otide bloqueur st�rique, 

de mani�re � exclure un exon lors de lÕ�pissage et ainsi restaurer le cadre de lecture et la 
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production dÕune prot�ine plus courte dans son domaine central, mais partiellement 

fonctionnelle. Bien que les mutations diff�rent selon les patients, cette approche pourrait �tre 

appliqu�e chez 85% dÕentre eux, certaines mutations ne pouvant �tre corrig�es par saut 

dÕexon (Kole et al. 2012). La mutation la plus courante est la d�l�tion des exons 48-50, 

entrainant lÕapparition dÕun codon stop pr�matur� dans lÕexon 51. Le ciblage sp�cifique de cet 

exon par des oligonucl�otides antisens permet son exclusion et la restauration du bon cadre de 

lecture (Figure 11). 

!

Figure 11 : Approche de saut dÕexon dans le cadre de la Dystrophie Musculaire de Duchenne 

(DMD)(d'apr�s Aartsma-Rus et Van Ommen 2007). 

La dystrophine est une prot�ine constitu�e dÕun domaine N-terminal de fixation � lÕactine et dÕun domaine C-
terminal de fixation au ?-dystroglycane, une prot�ine de fixation � la matrice extracellulaire. La dystrophie 
musculaire de Duchenne est caus�e par des d�l�tions, dont la plus fr�quente est la d�l�tion des exons 49 et 50, 
entrainant lÕapparition dÕun codon stop pr�matur� et par cons�quent la production dÕune prot�ine non 
fonctionnelle. LÕapproche th�rapeutique consiste � cibler lÕexon 51 avec des oligonucl�otides antisens (AON) 
afin de masquer cet exon et ainsi induire un saut dÕexon. La prot�ine qui en r�sulte est raccourcie et partiellement 
fonctionnelle. 
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Les modifications dÕoligonucl�otides qui se sont r�v�l�es efficaces pour cette 

approche dans des mod�les animaux (mod�les transg�niques de souris ou de chiens) sont les 

PNA (Yin et al. 2008), LNA, 2Õ-OMe, et PMO. Plusieurs essais cliniques sont aujourdÕhui en 

cours, avec des oligonucl�otides 2Õ-OMe phosphorothioates (PRO-051) et PMO (AVI-4658) 

inject�s en intramusculaire ou en syst�mique (Akker et al. 2011; Cirak et al. 2011). 

LÕoligonucl�otide PRO-051, ou Drisapersen, dont des essais cliniques de phase III ont d�but� 

en d�cembre 2010, est d�velopp� par Prosensa, en partenariat avec GlaxoSmithKline (GSK) 

(prosensa.eu). LÕoligonucl�otide AVI-4658, ou Eterplirsen, est d�velopp� par Sarepta 

Therapeutics, avec un essai clinique de phase III pr�vu d�but 2014 (duchenneconnect.org). 

Certaines �tudes sur les mod�les de souris ou de chien (Yokota et al. 2009) mettent cependant 

lÕaccent sur un probl�me important : la restauration non suffisante de la dystrophine dans les 

cellules cardiaques, due � une mauvaise internalisation des oligonucl�otides dans ces cellules. 

Or les patients atteints de DMD meurent g�n�ralement de probl�mes cardiaques ou 

respiratoires. Afin dÕaugmenter lÕinternalisation des PMO, notamment dans les cellules 

cardiaques, des conjugu�s entre les PMO et des peptides p�n�trants (CPP), appel�s PPMO ont 

�t� propos�s. Chez la souris mdx (muscular dystrophy X-linked), lÕinjection syst�mique dÕun 

PMO conjugu� � un peptide positivement charg� et riche en arginines, induit efficacement 

lÕexclusion de lÕexon 23 et la restauration de lÕexpression de la dystrophine dans les muscles, 

y compris le cÏur (Jearawiriyapaisarn et al. 2008).  

 

(d) Epissage alternatif  

95% des g�nes humains sont r�gul�s via un �pissage alternatif. LÕutilisation 

dÕoligonucl�otides antisens bloqueurs st�riques pour favoriser ou d�favoriser un variant 

dÕ�pissage par rapport � un autre repr�sente donc potentiellement un int�r�t th�rapeutique. 

Cette approche peut avoir un int�r�t notamment en canc�rologie ; nous citerons ici lÕexemple 

du g�ne Bcl-x, qui comporte deux isoformes : lÕisoforme Bcl-xS est pro-apoptotique tandis 

que lÕisoforme Bcl-xL est anti-apoptotique. LÕutilisation dÕoligonucl�otides 2Õ-

OMe phosphorothioates dirig�s contre lÕARN pr�-messager de Bcl-x favorise lÕexpression du 

variant Bcl-xS et induit lÕapoptose de cellules de cancer du sein et de la prostate (Mercatante 

et al. 2001).  
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c) Blocage des miARN 
 

Les miARN sont impliqu�s dans de nombreux processus biologiques tels que la 

diff�renciation cellulaire, le d�veloppement et lÕapoptose. La d�r�gulation de lÕexpression de 

miARN a �t� associ�e, entre autres, � des probl�mes d�veloppementaux et de m�tabolisme, � 

des infections virales, ainsi quÕ� certains cancers. Des centaines de miARN ont �t� identifi�s 

dans le g�nome humain et seraient capables de r�guler jusquÕ� 60% des g�nes (Deleavey & 

Damha 2012). Les oligonucl�otides antisens bloqueurs st�riques peuvent cibler les miARN et 

inhiber leurs fonctions en sÕy hybridant. Ces oligonucl�otides sont appel�s antagomirs ou 

antimiRs. Cette strat�gie peut permettre � la fois dÕ�lucider la fonction du miARN cibl�, et 

dÕenvisager une approche th�rapeutique. Les modifications dÕoligonucl�otides 2Õ-OMe, 2Õ-

MOE, PNA, LNA et PMO ont �t� rapport�es comme �tant efficaces pour bloquer les miARN.  

miR-122 est un miARN exprim� dans le foie et impliqu� dans plusieurs pathologies, 

incluant le cancer et lÕh�patite C. Il a �t� montr� que lÕinjection intraveineuse de LNA 

compl�mentaires de miR-122 � des chimpanz�s infect�s par HCV, inhibe la r�plication virale 

(Lanford et al. 2010). Des mixmers LNA/2Õ-OMe  et des PNA (conjugu�s � un peptide 

p�n�trant) sont �galement efficaces pour inhiber miR-122 dans des h�patocytes humains et de 

rat (Fabani & Gait 2008). 

 

miR-155 est un miARN oncog�nique d�r�gul� dans plusieurs cancers humains. Des 

PNA-lysines dirig�s contre ce miARN inhibent ses fonctions dans des cellules B primaires et 

chez la souris, sans agent de transfection (Fabani et al. 2010). 

miR-21 est �galement un miARN oncog�nique, ayant des niveaux dÕexpression �lev�s 

dans certains cancers. Obad et al ont utilis� des LNA 7 et 8 mer pour cibler la r�gion ÔseedÕ 

(les 6 � 8 nucl�otides en 5Õ du miARN enti�rement compl�mentaires de la cible) de ce 

miARN (Obad et al. 2011). De plus, ils montrent quÕil est possible dÕinhiber des familles 

enti�res de miARN avec un m�me antimiR LNA, celles-ci poss�dant une r�gion seed 

commune. Ils inhibent ainsi la famille de miARN let-7 (comportant neuf membres). 

Actuellement, seul un oligonucl�otide mixmer LNA/ADN (miravirsen) est en 

d�veloppement clinique (santaris.com). Cet antimiR est dirig� contre miR-122 et est utilis� 

pour le traitement de lÕinfection par le virus de lÕh�patite C. 
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I. 3. Conclusion : utilisation et d�fis de la strat�gie antisens 
 

Les oligonucl�otides antisens bloqueurs st�riques agissent donc selon un m�canisme 

non catalytique, � la diff�rence des oligonucl�otides recrutant la RNase H et des siARN. Ces 

derniers sont actifs � des concentrations g�n�ralement inf�rieures � 100 nM, lÕacide nucl�ique 

actif pouvant �tre recycl� afin dÕinitier dÕautres �tapes de clivage de lÕARN cible, par la 

RNase H ou AGO2. Dans le cas dÕun blocage st�rique, les concentrations effectives en 

oligonucl�otides sont plus importantes (de lÕordre du micromolaire), ce m�canisme 

n�cessitant une quantit� stoechiom�trique de mol�cules actives sur lÕARN cible. 

A la diff�rence des oligonucl�otides antisens, les siARN sont des ARN double-brins 

induisant le clivage du transcrit cible par AGO2. Les modifications chimiques d�velopp�es 

pour les oligonucl�otides antisens et lÕexp�rience clinique acquise dans le domaine des 

antisens ont acc�l�r� et facilit� le d�veloppement des siARN. Les optimisations r�centes dans 

la conception et la chimie des siARN, en font aujourdÕhui les outils les plus utilis�s en culture 

cellulaire, avec des efficacit�s souvent sup�rieures � celles des oligonucl�otides antisens 

recrutant la RNase H. Ceci sÕexplique probablement par lÕassistance du complexe RISC pour 

la fixation du brin antisens du siARN sur la s�quence cible, plut�t que par une activit� 

catalytique sup�rieure dÕAGO2 vis-�-vis de la RNase H (Bennett & Swayze 2010). Cependant, 

la nature double-brin des ARN interf�rents repr�sente potentiellement un inconv�nient en 

terme de co�ts de production. De mani�re int�ressante, il a �t� montr� que le brin passager, 

pouvant potentiellement provoquer des effets Ôoff-targetÕ ind�sirables, nÕest pas n�cessaire 

pour lÕinhibition par ARN interf�rence. En effet, des siARN simple-brins, appel�s ss-siRNA 

(single-stranded siRNAs), constitu�s uniquement du brin guide comportant des modifications 

chimiques (PS, 2Õ-F et 2Õ-OMe) et une extr�mit� 5Õ phosphate, sont suffisants pour interagir 

avec le RISC et peuvent �tre efficaces in vivo, avec une bonne stabilit� m�tabolique (Lima et 

al. 2012). Une optimisation plus fine de ces ss-siARN permettrait dÕaugmenter le potentiel de 

ces mol�cules, qui constitueraient une strat�gie alternative pour lÕinhibition post-

transcriptionnelle de lÕexpression des g�nes. 

AujourdÕhui, la principale limite pour lÕutilisation th�rapeutique des oligonucl�otides 

antisens et des siRNA demeure leurs faibles internalisation cellulaire et biodisponibilit�. Ceci 

est probablement la raison principale expliquant que, malgr� le nombre important dÕagents 

antisens en essais cliniques, peu sont actuellement enregistr�s sur le march�.   
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Chapitre II : Internalisation cellulaire des acides 
nucl�iques 

 

Pour �tre actif, un acide nucl�ique doit se trouver, au bon moment, dans les cellules et 

le compartiment subcellulaire o� se trouve sa cible. Dans le cas des siARN et des 

oligonucl�otides dirig�s contre un ARNm ou un miARN, lÕenjeu est donc dÕatteindre le 

cytoplasme, tandis que pour un oligonucl�otide agissant sur lÕ�pissage et ciblant les ARN pr�-

messagers, le compartiment � atteindre est le noyau. Les probl�mes de vectorisation et 

dÕinternalisation cellulaires sont communs � tous les acides nucl�iques et le d�veloppement de 

strat�gies efficaces est un enjeu majeur pour la r�ussite des applications cliniques dÕun grand 

nombre de mol�cules prometteuses. Les propri�t�s pharmaco-dynamiques de chaque type 

dÕacides nucl�iques sont diff�rentes, mais il existe un certain nombre de barri�res biologiques 

communes, entre lÕadministration dans lÕorganisme et leur action finale dans les cellules, que 

ceux-ci doivent franchir pour exercer leur activit�. Ces diff�rentes barri�res, � lÕ�chelle de 

lÕorganisme et de la cellule, seront pr�sent�es dans cette partie, ainsi que les strat�gies non 

virales existantes pour augmenter lÕinternalisation cellulaire des acides nucl�iques. 

 

II. 1. N�cessit� de la vectorisation 
 

1.1. Des premiers essais � la recherche de transporteurs pour 
les acides nucl�iques 
 

Certaines �tudes et essais cliniques rapportent lÕactivit� dÕoligonucl�otides nus, non 

vectoris�s. En particulier, lÕinternalisation, en lÕabsence dÕagent de transfection ou de 

transporteur, dÕoligonucl�otides modifi�s tels que des gapmers LNA dans diff�rentes lign�es 

cellulaires humaines et chez la souris a �t� qualifi�e de Ôgymnotic deliveryÕ (Zhang et al. 

2011; Stein et al. 2010). Selon les auteurs, cette technique prend simplement avantage des 

propri�t�s de croissance des cellules en culture pour aboutir � une internalisation cellulaire la 

plus efficace possible. Toutefois, il est � noter que les activit�s biologiques sont observ�es � 

de fortes concentrations en LNA gapmers, de lÕordre du micromolaire.  
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Cependant, de nombreuses �tudes rapportent des probl�mes de manque dÕactivit� 

biologique des siARN et oligonucl�otides nus, r�sultants dÕune mauvaise internalisation 

cellulaire et les condamnant � une faible valeur th�rapeutique (Stein et al. 2008). Une 

internalisation cellulaire assist�e par un transporteur est donc n�cessaire pour d�livrer les 

acides nucl�iques dans le cytoplasme ou le noyau dans le cadre dÕune application syst�mique. 

 

1.2. Les barri�res biologiques extracellulaires 
 

La premi�re barri�re � laquelle sont confront�s les acides nucl�iques apr�s leur 

injection est lÕactivit� nucl�olytique dans le plasma et les tissus. La partie la plus sensible � la 

d�gradation est lÕextr�mit� 3Õ, lÕactivit� 3Õ exonucl�ase �tant la principale. LÕintroduction des 

diff�rentes modifications chimiques pr�sent�es dans la premi�re partie est donc n�cessaire 

pour augmenter la dur�e de vie des acides nucl�iques dans les milieux biologiques. 

Apr�s leur injection, les diff�rents oligonucl�otides et siARN sont distribu�s dans les 

diff�rents tissus, � lÕexception du syst�me nerveux central, et ont pour point commun leur 

accumulation dans les reins, suivie de leur �limination rapide dans les urines (clairance 

r�nale) (Juliano et al. 2009). La conjugaison des oligonucl�otides ou siARN � des  mol�cules 

lipidiques telles que le cholest�rol, augmente leur fixation aux lipoprot�ines du s�rum et/ou � 

lÕalbumine, conduisant � une augmentation de la dur�e de vie dans la circulation sanguine 

(Soutschek et al. 2004). Par ailleurs, une augmentation de lÕinternalisation dans les 

h�patocytes est aussi observ�e, r�sultant de lÕinteraction entre le cholest�rol et les r�cepteurs 

aux LDL (Low-Density Lipoprotein).  

Une autre voie dÕ�limination des acides nucl�iques est la clairance par le syst�me 

r�ticuloendoth�lial, dont les organes principaux sont le foie et la rate. Les acides nucl�iques, 

nus ou conjugu�s � des transporteurs tels que les nanoparticules, sont d�tect�s et �limin�s par 

les cellules phagocytaires du syst�me r�ticuloendoth�lial, qui sont des monocytes circulants, 

les cellules de Kupffer dans le foie et les macrophages spl�niques. Une strat�gie permettant de 

diminuer la reconnaissance des nanoparticules par ce syst�me r�ticuloendoth�lial, consiste � 

utiliser des polym�res inertes comme le PEG (Polyethyl�ne Glycol) pour masquer les 

nanoparticules et r�duire leur opsonisation par des prot�ines s�riques, qui est lÕ�tape initiant la 

reconnaissance par les phagocytes. Ainsi, lÕaccumulation des oligonucl�otides et siARN dans 

le foie et la rate est potentiellement diminu�e, et le temps de vie dans la circulation sanguine 

augment�, leur offrant plus de temps pour gagner le tissu cible (Li & Huang 2010). 
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LÕendoth�lium vasculaire repr�sente �galement une barri�re � franchir entre la 

circulation g�n�rale et le tissu cible. La perm�abilit� de cet endoth�lium repose sur la 

pr�sence de deux types de pores : des petits pores dÕenviron 45 �ngstr�m de diam�tre, 

r�sultant des imperfections de jonctions entre les cellules endoth�liales (voie paracellulaire), 

et des pores dÕenviron 250 �ngstr�m de diam�tre dont lÕidentit� est controvers�e (Juliano et al. 

2009). Selon leur poids mol�culaire, les oligonucl�otides et siARN devraient pouvoir 

traverser lÕendoth�lium vasculaire via les petits pores. Cependant, la forme et la charge de la 

mol�cule sont des facteurs pouvant ralentir ce passage du sang vers le tissu (Juliano et al. 

2009; Juliano et al. 2008). Certains tissus sp�cialis�s comme le foie et la rate, comportent un 

endoth�lium vasculaire dit Ôfen�tr�Õ, permettant le passage de mol�cules jusquÕ� 200 nm de 

diam�tre entre les cellules endoth�liales. Ceci facilite dÕautant plus lÕaccumulation des acides 

nucl�iques dans ces organes. Il est � noter que la perm�abilit� de lÕendoth�lium vasculaire 

dans les tumeurs est g�n�ralement beaucoup plus importante que celle dans les tissus 

normaux, avec des pores allant de 100 � 700 nm (Juliano et al. 2009). Ceci, associ� � un faible 

drainage lymphatique au sein des tumeurs, r�sulte en une accumulation s�lective des 

macromol�cules ou nanotransporteurs dans le tissu tumoral. Ce ph�nom�ne est connu sous le 

nom dÕeffet EPR (Enhanced Permeability and Retention). 

Avant dÕatteindre les cellules cibles, les acides nucl�iques doivent encore diffuser � 

travers la matrice extracellulaire, constitu�e dÕun dense r�seau de prot�ines et de 

prot�oglycanes avec lesquelles ils peuvent �ventuellement interagir (Juliano et al. 2008).  

 

1.3. Internalisation cellulaire  
 

a) M�canismes dÕinternalisation cellulaire 
 

LÕ�tape suivante consiste en lÕentr�e dans la cellule cible et au franchissement de la 

barri�re que constitue la membrane plasmique. Les petites mol�cules essentielles telles que 

les acides amin�s, les sucres et les ions, peuvent traverser la membrane plasmique via des 

transporteurs, des pompes prot�iques ou des pores. Les macromol�cules et solut�s sont quant 

� eux internalis�s par un m�canisme dÕinvagination de la membrane, suivi de la formation de 

v�sicules intracellulaires, appel� endocytose. Ce processus �nergie d�pendant se subdivise en 

deux cat�gories : la phagocytose et la pinocytose.  
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La phagocytose concerne lÕinternalisation de grosses particules et est un processus 

sp�cifique � certains types cellulaires (macrophages, monocytes, neutrophiles). La pinocytose 

est lÕendocytose des fluides et solut�s et se compose de quatre voies : la macropinocytose, 

lÕendocytose  d�pendante de la clathrine, la voie cav�olaire et lÕendocytose ind�pendante de la 

clathrine et de la cav�oline (Figure 12). Ces voies, non mutuellement exclusives, diff�rent de 

par les m�canismes de formation des v�sicules et les prot�ines impliqu�es dans ces 

m�canismes, ainsi que par la taille de ces v�sicules (Conner & Schmid 2003). La 

macropinocytose est une voie impliquant la formation de grosses v�sicules endosomales 

appel�es macropinosomes, de forme et de taille h�t�rog�nes. Elle est initi�e suite � une 

�vagination de la membrane plasmique permettant dÕinternaliser de larges volumes de milieux 

extracellulaire et donc de grandes quantit�s de solut�s. Cette voie est induite par des facteurs 

de croissance. Les autres voies sont g�n�ralement initi�es par lÕinteraction de la mol�cule 

avec un r�cepteur cellulaire prot�ique ou lipidique (Juliano et al. 2009). Le choix de lÕune ou 

lÕautre de ces voies d�pend de la nature et de la taille de la mol�cule � internaliser et du 

r�cepteur impliqu�, mais peut �galement d�pendre du type cellulaire ou de lÕ�tat 

physiologique de la cellule (Veldhoen et al. 2008).  

Une fois form�, le complexe ligand-r�cepteur est ensuite internalis� dans une v�sicule 

qui bourgeonne de la face cytosolique de la membrane et qui est d�tach�e par lÕ�tranglement 

du col de la v�sicule, le plus souvent par la GTPase dynamine. La v�sicule ainsi form�e 

transite ensuite s�quentiellement dans diff�rents compartiments endomembranaires de pH de 

plus en plus faible. Le premier compartiment vers lequel convergent les v�sicules inh�rentes � 

chaque voie est lÕendosome pr�coce. Puis, des �v�nements de fusion entre v�sicules, 

orchestr�s par les prot�ines  SNARE (soluble N-methylmaleimide sensitive factor attachment 

protein receptors), conduisent les mol�cules internalis�es dans des endosomes tardifs (pH 

compris entre 5 et 6) ou les lysosomes (pH compris entre 3,5 et 5), ou vers le r�seau trans-

golgien. Alternativement, le r�cepteur et le ligand peuvent �tre dissoci�s dans 

lÕenvironnement l�g�rement acide de lÕendosome pr�coce et le r�cepteur peut �tre recycl� � la 

membrane via un endosome de recyclage (Juliano et al. 2011). Le routage de ces v�sicules et 

le choix des compartiments de transit sont r�gul�s par la famille de GTPases Rab, et par des 

prot�ines qui connectent les membranes entre elles (tethering proteins). Ce routage est 

�galement une �tape limitante et importante de lÕinternalisation des acides nucl�iques puisque 

certaines voies, comme la voie s�cr�toire ou la voie lysosomale sont � �viter, conduisant 

respectivement � lÕexport et � la d�gradation de la mol�cule (Juliano et al. 2009). Certaines 

�tudes ont montr� quÕil est possible dÕinterf�rer avec ces voies de routage. Par exemple, 
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lÕinhibition de la prot�ine kinase A dans des cellules HeLa augmente lÕefficacit� de 

transfection de polym�res branch�s de poly�thylenimine (PEI) complex�s � des 

oligonucl�otides, en �vitant leur routage vers les endosomes tardifs et les lysosomes (ur 

Rehman et al. 2011). Une strat�gie consiste �galement � coupler des ligands sp�cifiques aux 

acides nucl�iques pour reconna�tre un r�cepteur particulier et induire lÕinternalisation via la 

voie dÕendocytose associ�e � ce r�cepteur. La transferrine est une prot�ine impliqu�e dans le 

m�tabolisme du fer. La voie dÕendocytose emprunt�e par le complexe form� entre la 

transferrine et son r�cepteur a �t� caract�ris�e comme �tant la voie d�pendante de la clathrine. 

Il a �t� montr� que le couplage de la transferrine � un polycation permet lÕinternalisation 

efficace du complexe form� avec de ADN plasmidique dans des cellules de poulet (Wagner et 

al. 1990). La sp�cificit� de cette approche a �t� plus tard contest�e, dans le cadre de 

lÕutilisation de lipoplexes (complexes entre des liposomes cationiques de lÕADN plasmidique) 

associ�s � la transferrine pour augmenter leur internalisation. Ces complexes seraient 

internalis�s par une voie dÕendocytose ind�pendante du r�cepteur � la transferrine (Sim�es et 

al. 1999). 

 

!

Figure 12 : Voies dÕendocytose (dÕapr�s Mayor et Pagano 2007). 

Il existe cinq m�canismes dÕendocytose d�crits, qui diff�rent par la taille des v�sicules, la nature du compos� � 
internaliser et les prot�ines impliqu�es dans la formation des v�sicules. La phagocytose et la macropinocytose 
impliquent de gros remodelages de la membrane plasmique qui font intervenir un r�seau de filaments dÕactine. 
Les v�sicules form�es par la voie d�pendante de la clathrine sont tapiss�es de clathrine. Ce manteau de clathrine 
est ensuite d�polym�ris�, et la v�sicule fusionne avec un endosome pr�coce (Ôearly endosomeÕ). La voie 
d�pendante de la cav�oline est initi�e au niveau de microdomaines membranaires hydrophobes, riches en 
cholest�rol et glycosphingolipides. LÕexistence du caveosome comme compartiment interm�diaire des v�sicules 
tapiss�s de cav�oline est aujourdÕhui controvers�e (Parton & Howes 2010). Il existe plusieurs voies 
ind�pendantes de la clathrine et de la cav�oline, et d�pendantes ou non de la dynamine. Ces voies peuvent 
impliquer des interm�diaires tubulaires d�riv�s de la membrane plasmique appel�s CLIC (Clathrin- and 
Dynamin- Independent Carriers) ou les GEEC (Glycosyl phosphatidylinositol-anchored protein Enriched early 
Endosomal Compartments). 
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b) Strat�gies dÕ�chappement endosomal 
 

LÕultime barri�re pour lÕacheminement des acides nucl�iques dans le compartiment 

cible (g�n�ralement le noyau ou le cytoplasme) est lÕ�chappement aux endosomes avant le 

transit dans les lysosomes (Abes, Williams, et al. 2006). Diff�rentes strat�gies ont �t� 

d�velopp�es pour faciliter ou provoquer la lib�ration du mat�riel endocytos�.  

Certains vecteurs cationiques comme la PEI ou des peptides cationiques riches en 

histidines, poss�dent un fort pouvoir tampon dans une gamme de pH comprise entre 5 et 7,2. 

Ils induisent donc un import de protons dans lÕendosome, suivi dÕune entr�e dÕions chlorure et 

dÕeau, conduisant � une augmentation de la pression osmotique et � la rupture de la membrane 

endosomale, lib�rant alors le contenu endosomal dans le cytosol (Figure 13B). Ce processus 

est appel� lÕeffet Ô�ponge � protonsÕ (Boussif et al. 1995). En accord avec ce m�canisme, la 

dissociation du complexe entre le polym�re de PEI et lÕacide nucl�ique aurait lieu dans le 

cytoplasme, par �changes avec des composants cellulaires n�gativement charg�s et le 

polym�re (ur Rehman et al. 2013). Cependant, cet effet Ô�ponge � protonsÕ est controvers� par 

certaines �tudes r�centes. Une �tude montre que la membrane lysosomale nÕest pas 

compl�tement lys�e lors de la lib�ration du complexe PEI-acide nucl�ique et que ces 

complexes ne sont pas lib�r�s intacts dans le cytosol, observant plut�t une fuite de lÕacide 

nucl�ique tandis quÕau moins une partie du polym�re de PEI reste dans la v�sicule (ur 

Rehman et al. 2013). De plus, le pH lysosomal nÕest pas augment� dans les v�sicules 

contenant du PEI (Benjaminsen et al. 2013). Ces �tudes sugg�rent la possibilit� dÕun 

m�canisme plus fin, impliquant une d�stabilisation partielle de la membrane endosomale ou la 

formation de pores, conduisant � une lib�ration locale et directionnelle dans le cytosol. 

Dans les �tudes cellulaires, des agents lysosomotropiques sont couramment utilis�s en 

co-traitement avec les oligonucl�otides ou acides nucl�iques. Les plus utilis�s sont le calcium, 

le sucrose et la chloroquine. La chloroquine est une base faible qui sÕaccumule dans les 

v�sicules acides et dont les fonctions amines peuvent �tre protonn�es � pH faible. Cette 

accumulation conduit � un influx dÕions chlorure et dÕeau et � la d�stabilisation de la 

membrane des endosomes et lysosomes. De plus, la chloroquine inhibe lÕacidification et la 

maturation des endosomes, ce qui permet de retarder la fusion avec les lysosomes (Khalil et al. 

2006).  
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Une strat�gie photochimique appel�e Photochemical Internalization (PCI) est 

couramment utilis�e pour provoquer la lib�ration du mat�riel contenu dans les endosomes 

(voir page 64). 

Certains lipides ou peptides, dits fusog�nes, sont sensibles au pH, et subissent un 

changement structural en milieu acide, qui leur permet de fusionner avec la membrane de 

lÕendosome, ou de la d�stabiliser. Le lipide neutre DOPE (dioleoyl 

phosphatidylethanolamine) forme une bicouche stable � pH physiologique et subit une 

transition de phase pour former une bicouche en structure hexagonale invers�e, qui fusionne 

avec la membrane de lÕendosome (Figure 13A) (Wrobel & Collins 1995; Farhood et al. 1995).  

De m�me, certains peptides, synth�tiques ou issus de virus ayant d�velopp� des 

m�canismes dÕ�chappement aux endosomes, sont capables de perturber la membrane 

endosomale � pH faible. Notamment, un peptide de 20 acides amin�s, issu de la s�quence N-

terminale de la sous-unit� HA-2 de lÕh�magglutinine du virus influenza (grippe), est utilis� 

pour assister lÕinternalisation de diff�rentes mol�cules et provoquer leur lib�ration dans le 

cytoplasme. Une �tude montre que lÕactivit� biologique de la recombinase Cre, coupl�e au 

CPP Tat, est stimul�e dans le cas dÕun cotraitement des cellules avec un conjugu� Tat-HA2 

(Wadia et al. 2004). LÕavantage de cette strat�gie repose sur lÕinternalisation des deux 

conjugu�s dans les m�mes v�sicules dÕendocytose (macropinosomes dans ce cas) et la 

d�stabilisation uniquement des v�sicules contenant la mol�cule � internaliser (Figure 14), 

g�n�rant une toxicit� moindre � celle dÕun m�canisme non cibl� de d�stabilisation. Le peptide 

synth�tique GALA est un peptide synth�tique de 30 acides amin�s, sensible au pH, capable de 

stimuler la lib�ration cytoplasmique de certains compos�s par un m�canisme similaire 

(Sim�es et al. 1999; Khalil et al. 2006; Hatakeyama et al. 2009).  
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Figure 13 : M�canismes dÕ�chappement endosomal (d'apr�s Gooding et al. 2012). 

(A) : La fusion de la membrane liposomale et de la membrane de lÕendosome est facilit�e par la pr�sence de co-
lipides fusog�nes neutres tels que le DOPE dans le liposome cationique. (B) Les polym�res ou peptides 
cationiques  fortement charg�s, tels que le PEI, se protonnent dans lÕendosome, provoquant un influx dÕions 
chlorures et dÕeau, provoquant la rupture de la membrane endosomale. Ces deux m�canismes aboutissent � la 
lib�ration du contenu de lÕendosome dans le cytosol. 

 

 

!

Figure 14 : M�canisme propos� pour la lib�ration de Tat-Cre dans le cytoplasme, assist�e par un co-

traitement avec un conjugu� Tat-HA2 (dÕapr�s Sebbage 2009). 

Le co-traitement des cellules avec les conjugu�s Tat-Cre et Tat-HA2 r�sulte en la pr�sence des deux types de 
conjugu�s dans les m�mes v�sicules dÕendocytose. Le faible pH endosomal provoque un changement 
conformationnel de HA2, lui conf�rant la propri�t� de d�stabilisation des endosomes et induisant la lib�ration de 
Tat-Cre dans le cytoplasme. bleu : prot�ine Cre (cargo), violet : CPP Tat, orange : HA2, gris : membrane de 
lÕendosome. 
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Certains m�canismes de translocation �nergie-ind�pendants ont �t� propos�s pour 

lÕinternalisation de certaines mol�cules, dont les CPP (voir page 78), permettant ainsi dÕ�viter 

la voie endosomo-lysosomale. 

De plus, il est int�ressant de noter que la cible peut se trouver dans le m�me 

compartiment cellulaire que lÕacide nucl�ique endocytos�. Par exemple, une �tude avec un 

PNA antimiR dirig� contre le miARN miR-122, montre que le PNA est internalis� par 

endocytose et que le ciblage du micro ARN a lieu dans des compartiments endosomaux o� les 

deux mol�cules colocalisent, sans n�cessit� de lib�ration du PNA dans le cytosol (Torres et al. 

2011).  

 

c) Le noyau : une barri�re suppl�mentaire ? 
 

LÕentr�e des oligonucl�otides dans le noyau � partir du cytosol ne constitue a priori 

pas une barri�re, ce processus �tant r�gul� par les pores nucl�aires qui permettent le transport 

passif de mol�cules jusquÕ� 70 kDa et 10 nm de diam�tre (Melchior & Gerace 1995). 

Cependant, il faut souligner que le couplage de lÕoligonucl�otide � un transporteur augmente 

sa taille, ce qui constitue potentiellement une limitation pour lÕimport nucl�aire. 

Eventuellement, des peptides NLS (signal de localisation nucl�aire), peuvent �tre utilis�s pour 

induire le ciblage nucl�aire via un import actif par des pores nucl�aires ayant une ouverture 

jusquÕ� 30 nm de diam�tre.  

 

Une endocytose efficace des acides nucl�iques implique donc trois �tapes � optimiser : 

lÕinternalisation, le routage v�siculaire et la lib�ration des endosomes.  

 

II. 2. Strat�gies non virales dÕinternalisation des acides 

nucl�iques 
 

Des strat�gies virales ont �t� employ�es avec succ�s comme syst�mes de d�livrance de 

g�nes th�rapeutiques, avec diff�rentes cat�gories de virus : les r�trovirus, les ad�novirus et les 

virus ad�no-associ�s (AAV) (Zhang & Godbey 2006). Les r�trovirus ne sont transduits que 

dans les cellules en prolif�ration et int�grent al�atoirement leur information g�n�tique dans le 

g�nome de la cellule h�te. Les ad�novirus peuvent �tre transduits � la fois dans les cellules en 

prolif�ration et dans les cellules quiescentes et nÕint�grent pas leur mat�riel g�n�tique dans le 
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g�nome de la cellules h�te. Leur mat�riel g�n�tique reste sous forme �pisomale et est 

faiblement et transitoirement exprim�. Les AAV peuvent transduire des cellules quiescentes 

et prolif�ratives et lÕinsertion de leur ADN est possible dans le g�nome de la cellule h�te, 

permettant lÕexpression � long terme du transg�ne. Malgr� la bonne efficacit� de transduction 

de ces vecteurs viraux, leur utilisation en th�rapie est encore mal contr�l�e et le risque de 

mutag�n�se par insertion dans le g�nome d�e � des �l�ments viraux r�siduels est important. 

De plus, des probl�mes immunologiques sont fr�quemment rencontr�s avec ces vecteurs. 

LÕutilisation de vecteurs non viraux est donc g�n�ralement privil�gi�e. Nous nous 

consacrerons donc dans ce paragraphe � la description des syst�mes non viraux. 

 

2.1. M�thodes physiques 

 

Il est possible de d�livrer les acides nucl�iques directement dans le cytoplasme ou le 

noyau des cellules (�vitant ainsi la capture dans les endosomes et lysosomes) par des 

techniques provoquant une alt�ration transitoire de la membrane plasmique.  

La microinjection consiste � injecter directement lÕacide nucl�ique dans le cytosol ou 

le noyau � lÕaide dÕun micro capillaire en verre. Il a ainsi �t� montr� que les oligonucl�otides 

PO et PS peuvent diffuser dans le noyau en quelques secondes apr�s leur injection dans le 

cytoplasme (Leonetti et al. 1991). Cette technique �tait utilis�e pour les premi�res �tudes 

cellulaires des PNA (Hanvey et al. 1992) et est aujourdÕhui tr�s utilis�e dans des embryons 

dÕorganismes mod�les comme le poisson z�bre, pour les �tudes fonctionnelles de g�nes au 

cours du d�veloppement (injection au stade une cellule). Cette technique laborieuse et peu 

reproductible nÕest cependant pas transposable en th�rapie.  

LÕ�lectroporation consiste en lÕapplication de courtes impulsions �lectriques de haut 

voltage sur les cellules, afin de provoquer une d�stabilisation transitoire et r�versible de la 

membrane plasmique. Apr�s cette perm�abilisation transitoire, les petites mol�cules sont 

capables de p�n�trer et de diffuser dans la cellule, ind�pendamment de leur charge. Pour les 

plus grosses mol�cules telles que lÕADN, le champ �lectrique repr�sente un r�le important, 

�tant responsable de la migration de la mol�cule vers lÕ�lectrode positive et dans la cellule. La 

charge de la mol�cule est alors un param�tre important qui influence lÕefficacit� et le 

m�canisme dÕinternalisation (Gehl 2003). NÕimporte quelle mol�cule peut donc 

th�oriquement �tre introduite dans la cellule par cette technique, et des r�sultats positifs ont 
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�t� obtenus pour une vari�t� de mol�cules, telles que des oligonucl�otides, de lÕADN, des 

siARN ou des prot�ines. La formation des pores membranaires (en une dur�e de lÕordre de la 

microseconde) est suivie dÕun processus de refermeture de ces pores, impliquant le 

cytosquelette et dÕune dur�e de quelques minutes (Gehl 2003). Une optimisation des 

param�tres �lectriques (dur�e et intensit� du champ �lectrique) peut permettre une 

�lectroporation de certaines mol�cules avec une grande efficacit� et une viabilit� cellulaire 

raisonnable. LÕ�lectroporation est �galement efficace pour les oligonucl�otides neutres tels 

que les PNA (Shammas et al. 1999; Joergensen et al. 2011), impliquant uniquement la 

diffusion de ces mol�cules apr�s perm�abilisation de la membrane. LÕintroduction de charges 

positives (par ajout dÕacides amin�s positivement charg�s) ou n�gatives (PNA phosphonates) 

a un impact sur lÕefficacit� dÕinternalisation par �lectroporation, le PNA avec des charges 

n�gatives �tant �tonnamment le moins efficacement internalis� (Joergensen et al. 2011). Cette 

technique a �galement montr� une efficacit� in vivo, chez diff�rentes esp�ces, dans le foie, le 

cerveau, les muscles et la peau, notamment avec lÕutilisation dÕ�lectrodes � aiguilles. La 

premi�re utilisation en clinique de lÕ�lectroporation a �t� d�crite en 2003 (Belehradek et al. 

1993), pour un traitement combin� de tumeurs du cou et de la t�te par injection intraveineuse 

de bl�omycine, suivie de plusieurs impulsions �lectriques courtes (100 µsecondes) et intenses 

(1300 V/cm).  

Une perm�abilisation transitoire et r�versible peut �galement �tre g�n�r�e par des 

toxines bact�riennes telles que la streptolysine-O (SLO). La SLO est une exotoxine produite 

par certaines bact�ries gram-positives, capable de se lier sous une forme monom�rique au 

cholest�rol des membranes des cellules animales, et de sÕoligom�riser (de 50 � 80 sous-unit�s) 

en formant des pores dÕenviron 30 nm de diam�tre (Palmer et al. 1998). Le d�sassemblage et 

la fermeture de ces pores est r�alis�e en quelques dizaines de secondes par ajout de cations 

divalents (Ca2+ ou Mg2+) (Idone et al. 2008) et permet de contr�ler la fin du processus de 

perm�abilisation sans entraver la viabilit� cellulaire. Cette technique de transfection a �t� 

utilis�e pour d�livrer des oligonucl�otides antisens (Boutimah-Hamoudi et al. 2007; Faria et 

al. 2001) ou des siARN (Brito et al. 2008) dans diverses lign�es cellulaires. En d�pit de la 

possibilit� de traiter les cellules ex vivo, cette technique nÕest pas transposable in vivo. 

Malgr� la grande efficacit� de ces approches due notamment � lÕabsence de s�questration 

endosomale, leur caract�re fortement invasif implique souvent une mortalit� cellulaire 

importante. De plus, ces techniques sont difficilement transposables chez le patient. 
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2.2. M�thodes photochimiques  

 

La PCI (Photochemical Internalization) est une strat�gie dÕinternalisation assist�e par 

la lumi�re, utilisant des photosensibilisateurs pour provoquer la lib�ration de mol�cules des 

endosomes ou lysosomes vers le cytoplasme (Lam 2012). Les photosensibilisateurs les plus 

efficaces utilis�s en PCI sont des mol�cules amphiphiles qui se lient � la membrane plasmique 

et sont internalis�es par endocytose, conduisant � leur localisation dans le feuillet interne de la 

membrane endosomale. Ils restent alors inactifs jusquÕ� leur exposition � une longueur dÕonde 

sp�cifique, induisant la production dÕesp�ces r�actives de lÕoxyg�ne (ROS), principalement 

lÕoxyg�ne singulet (1O2). LÕoxyg�ne singulet initie des r�actions chimiques conduisant � la 

rupture de la v�sicule dÕendocytose et � la lib�ration de son contenu dans le cytoplasme 

(Figure 15). Cette technologie est donc potentiellement une solution pour la lib�ration dÕune 

mol�cule dÕint�r�t (prot�ine, acide nucl�ique, polym�re synth�tiqueÉ) internalis�e en m�me 

temps quÕun compos� photosensible efficace.  

 

!

Figure 15 : Principe de la Photochemical Internalization (PCI) (d'apr�s Liang et Lam 2012). 

(A) Le photosensibilisateur (en rose) se fixe dans la membrane plasmique (B) Ceci est suivi de son 
internalisation par endocytose, de mani�re concomitante � lÕinternalisation dÕune mol�cule dÕint�r�t (en vert) (C) 
Les photosensibilisateurs, inactifs, sont pr�sents au sein de la v�sicule dÕendosome contenant la mol�cule 
dÕint�r�t (D) Sous lÕeffet de lÕirradiation, le photosensibilisateur est activ� (E) La production dÕesp�ces r�actives 
de lÕoxyg�ne et notamment de 1O2 r�sultant de lÕactivation du photosensibilisateur, entraine la rupture de la 
membrane endosomale et la lib�ration de la mol�cule dÕint�r�t dans le cytosol. 

!

Les photosensibilisateurs les plus utilis�s pour la PCI sont la t�traph�nylporphine 

disulfonate (TPPS2a) et la phthalocyanine dÕaluminium disulfonate (AlPcS2a) (Figure 16) et 

leurs longueurs dÕondes dÕabsorption maximales sont de 415 nm et 675 nm, respectivement. 

LÕactivation dÕun photosensibilisateur sous lÕeffet de lÕirradiation se fait par le passage dÕun 
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�tat fondamental dÕ�nergie � un �tat excit�, par absorption de lÕ�nergie dÕun proton dÕune 

certaine longueur dÕonde. Le phosensibilisateur dans son �tat excit� peut alors transf�rer 

lÕ�nergie absorb�e � dÕautres mol�cules, et notamment � lÕoxyg�ne, aboutissant � la formation 

dÕoxyg�ne singulet, un puissant agent oxydant. LÕoxyg�ne singulet poss�dant un faible rayon 

dÕaction (10-20 nm) et un temps de vie tr�s court (moins de 0,1 ms), ne peut provoquer des 

dommages quÕaux structures cellulaires proches telles que la membrane endosomale � 

proximit� de laquelle il est produit.  

 

!

Figure 16 : Structures chimiques des photosensibilisateurs t�traph�nylporphine disulfonate (TPPS2a) et 

phthalocyanine dÕaluminium disulfonate (AlPcS2a)(d'apr�s Hogset et al. 2004). 

!

La PCI a �t� utilis�e dans quelques �tudes pour augmenter lÕefficacit� des acides 

nucl�iques, en permettant dÕutiliser des concentrations plus faibles pour atteindre une m�me 

activit� biologique. Par exemple, 2 µM dÕun PNA antisens dirig� contre la sous-unit� 

catalytique de la t�lom�rase humaine, inhibent fortement lÕactivit� t�lom�rase dans des 

cellules de cancer de la prostate, apr�s coincubation avec TPPS2a et irradiation (Folini et al. 

2003). Egalement, un siARN dirig� contre le r�cepteur � lÕEGFR (Epidermal Growth Factor), 

complex� � la lipofectamine, fait preuve dÕune efficacit� cellulaire dix fois sup�rieure en 

combinant le traitement avec une PCI induite par TPPS2a (Oliveira et al. 2007). De plus 

faibles doses de siARN peuvent ainsi �tre efficacement employ�es, permettant de r�duire 

potentiellement la saturation de la machinerie ARNi et les effets Ôoff-targetÕ. Une �tude par 

Shiraishi et Nielsen, montre que la PCI avec le photosensibilisateur AlPcS2a augmente jusquÕ� 

un facteur 100 lÕactivit� antisens dÕun PNA antisens conjugu� � diff�rents CPP (Shiraishi & 

Nielsen 2006b).  
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La PCI sÕest r�v�l�e �tre une strat�gie efficace pour augmenter lÕefficacit� 

dÕinternalisation dÕune grande vari�t� de mol�cules dans un grand nombre de lign�es 

cellulaires et de mod�les animaux (Selbo et al. 2010). Un essai clinique de phase II, 

d�velopp� par PCI Biotech AS, �value lÕefficacit� et la toxicit� du photosensibilisateur 

Amphinex (TPCS2a) dans le cadre dÕune th�rapie PCI avec lÕagent cytotoxique bl�omycine 

dans des carcinomes de la t�te et du cou (www.pcibiotech.no). La sp�cificit� dÕaction au site 

irradi� fait de la PCI une technologie potentiellement peu toxique pour une application 

syst�mique. Cependant, une restriction in vivo est apport�e par la p�n�tration limit�e de la 

lumi�re dans les tissus, la profondeur de p�n�tration maximale de la lumi�re infrarouge �tant 

consid�r�e �tre 2 cm (Selbo et al. 2010). Toutefois, le d�veloppement de nouveaux lasers et 

fibres optiques pouvant �tre utilis�s en endoscopies, permettraient de pouvoir illuminer des 

r�gions du corps humain pr�c�demment inaccessibles, telles que le tractus gastro-intestinal, 

les poumons ou les organes uro-g�nitaux (H¿gset 2004).  

La distance entre le photosensibilisateur et la mol�cule dÕint�r�t peut �tre �galement 

importante, les esp�ces r�actives de lÕoxyg�ne form�es pouvant inactiver ou cr�er des 

mutations sur lÕagent th�rapeutique par un processus dÕoxydation (Norum et al. 2009). 

LÕimportance de ces dommages varie certainement avec la nature de la mol�cule 

th�rapeutique et du photosensibilisateur utilis�. 

 

2.3. M�thodes chimiques 
 

a) Nanotransporteurs 
 

   i) Lipoplexes et polyplexes 

 
LÕutilisation de ces nanotransporteurs pour lÕinternalisation des acides nucl�iques 

repose principalement sur la formation de complexes form�s par des interactions 

�lectrostatiques entre lÕacide nucl�ique n�gativement charg� et des lipides ou polym�res 

cationiques. Cette strat�gie est tr�s utilis�e pour lÕinternalisation dÕADN double-brins ou de 

siARN, mais nÕest, a priori, pas applicable pour des oligonucl�otides neutres tels que les PNA 

ou les PMO. 
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Les lipides cationiques sont compos�s dÕune t�te polaire cationique et dÕune r�gion 

hydrophobe consistant en une ou deux cha�nes alkyles ou en un st�ro�de comme le cholest�rol. 

Ils sont principalement utilis�s sous forme de liposomes cationiques, dans lesquels les lipides 

sont organis�s en bicouche(s) v�siculaire(s), entourant un compartiment aqueux. Certains 

liposomes cationiques ne peuvent se former seuls et des lipides neutres leurs sont ajout�s, 

comme le dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) ou le cholest�rol. Les complexes 

form�s entre des liposomes cationiques et des acides nucl�iques charg�s n�gativement sont 

appel�s lipoplexes. Les acides nucl�iques peuvent �tre positionn�s dans le centre aqueux, 

entre les couches lipidiques ou � la surface du liposome. En absence dÕacides nucl�iques, la 

taille des liposomes est typiquement dÕune centaine de nm, et passe de 200 nm � 2 µm lorsque 

lÕADN est complex� (Khalil et al. 2006). LÕencapsulation de lÕacide nucl�ique dans le 

liposome lui conf�re un avantage en terme de stabilit� vis-�-vis des nucl�ases extra et 

intracellulaires.  

LÕinternalisation dÕacides nucl�iques avec des lipides cationiques (lipofection) a �t� 

r�alis�e pour la premi�re fois en 1987 dans des cellules en culture (Felgner et al. 1987), avec 

le lipide DOTMA (N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylamonium chloride) et de 

lÕADN plasmidique. Depuis, de nombreux lipides sont utlilis�s et certains sont 

commercialis�s, comme la lipofectamine! (Life TechnologiesTM), constitu�e dÕun m�lange 

3 :1 du lipide polycationique DOSPA (2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-

N,N-dimethyl-1-propanaminium trifluoroacetate) et du lipide neutre DOPE. Une 

lipofectamine optimis�e, la lipofectamine! 2000, permet de d�livrer avec une grande efficacit� 

aussi bien de lÕADN que des siARN, dans une grande vari�t� de cellules.  

Les inconv�nients de ces compos�s sont une toxicit� cellulaire relativement 

importante, lÕinduction dÕune r�ponse inflammatoire in vivo, ainsi que des effets non 

sp�cifiques sur lÕexpression des g�nes (Gooding et al. 2012). Une �tude de transcriptome 

(Omidi et al. 2003) �valuant les effets de la lipofectamine et de lÕoligofectamine dans des 

cellules �pith�liales humaines montre quÕune alt�ration de lÕexpression de jusquÕ� 16% des 

transcrits consid�r�s est induite par ces lipides cationiques. Les g�nes affect�s sont impliqu�s 

notamment dans la prolif�ration et la diff�renciation cellulaire et dans lÕapoptose et une 

augmentation de lÕapoptose a �t� observ�e dans les cellules trait�es avec les lipides 

cationiques. Les r�sultats obtenus apr�s lipofection dÕoligonucl�otides antisens ou de siARN 

sont donc � interpr�ter avec prudence, les modulations de lÕexpression g�nique pouvant 

exalter, inhiber ou masquer lÕeffet sp�cifique recherch�. De nouvelles formulations de la 
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lipofectamine ont �t� d�velopp�es et commercialis�es (Life TechnologiesTM), telles que la 

lipofectamine! LTX ou la lipofectamine! RNAiMAX, plus efficaces et moins toxiques.  

!

Figure 17 : Composition et structure dÕun liposome de type SNALP (Stabilized Nucleic Acid Lipid 

Particle) (d'apr�s Gooding et al. 2012). 

 

Les liposomes de type SNALP (Stable Nucleic Acid Lipid Particle) contiennent un 

m�lange de lipides cationiques et fusog�nes et sont stabilis�s par la pr�sence de PEG en 

surface (Figure 17). Des SNALP se sont r�v�l�s �tre efficaces pour transporter des siARN 

apr�s injection chez diff�rentes esp�ces animales. Notamment, des SNALP encapsulant un 

siARN dirig� contre lÕapolipoprot�ine B-100, ont permis dÕobtenir une inhibition sp�cifique 

de 90% de lÕARNm dans le foie de singes, deux jours apr�s injection syst�mique de 2,5 

mg/kg (Zimmermann et al. 2006). 

Les complexes form�s entre les acides nucl�iques et les polym�res cationiques sont 

appel�s polyplexes. Les particules ainsi form�es sont g�n�ralement plus petites que celles 

form�es avec les liposomes, avec une taille d�pendante de la nature du polym�re utilis� et du 

ratio entre ce polym�re et lÕacide nucl�ique (Khalil et al. 2006). Les polym�res cationiques les 

plus couramment employ�s sont la poly-L-lysine et les polym�res � base de 

poly�thyleneimine (PEI). Il existe deux formes de PEI, les PEI lin�aires, qui contiennent des 

amines secondaires une amine primaire terminale, et les PEI branch�s, contenant des amines 

primaires, secondaires et tertiaires. Ces polym�res de PEI sont particuli�rement efficaces pour 
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lÕ�chappement des endosomes (voir page 58) tandis que les polyplexes form�s avec la poly-L-

lysine requi�rent des agents endosomolytiques pour une internalisation efficace dans le 

cytoplasme ou le noyau. Cependant, une toxicit� cellulaire � forte concentration a �galement 

�t� rapport�e pour ces polym�res, et surtout pour le PEI (Fischer et al. 2003). Des polym�res 

cationiques comportant des cyclodextrines ont �t� d�velopp�s et se sont montr�s tr�s efficaces 

pour lÕinternalisation de siARN, avec une toxicit� moindre � celle des polym�res cationiques 

non modifi�s (Kulkarni et al. 2012). Un polym�re � base de cyclodextrines (Figure 18A) est 

utilis� dans un essai clinique de phase Ib (conduit par Calando Pharmaceuticals et Arrowhead 

Reasearch Corporation) pour vectoriser un siARN dirig� contre lÕoncog�ne de la sous-unit� 2 

de la ribonucl�otide r�ductase (RRM2). Les nanoparticules employ�es pour la vectorisation 

de ce siARN dans les cellules canc�reuses sont compos�es, en plus du polym�re � base de 

cyclodextrines, dÕun ligand de ciblage, la transferrine, induisant la fixation de la nanoparticule 

sur le r�cepteur de la transferrine qui est surexprim� par les cellules tumorales (Figure 18B). 

Ces nanoparticules, d�nomm�es CALAA-01, contiennent �galement du PEG pour am�liorer 

leur stabilit� dans les fluides biologiques.  

!

Figure 18 : Composition des nanoparticules CALAA-01.  

A. Structure chimique du polym�re � base de cyclodextrines (CDP) constituant la nanoparticule CALAA1 
(d'apr�s Gooding et al. 2012). B. Diff�rents constituants de la nanoparticules et assemblage. CDP : polym�re � 
base de cyclodextrines, siRNA : siARN dirig� contre lÕoncog�ne RRM2, PEG : Polyethyl�ne glycol, AD : 
Adamantane (permet la fixation sur le polym�re), TF : Transferrine (ligand de ciblage) (dÕapr�s Davis et al. 
2010). 
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Ces particules CALAA-01 (moins de 100 nm de diam�tre) sont utilis�es pour le 

traitement de patients atteints de m�lanomes m�tastatiques par injections intraveineuses et cet 

essai clinique constitue le premier impliquant un syst�me dÕinternalisation cibl�e dÕun siARN 

(Davis et al. 2010). 

!

Ces lipoplexes et polyplexes peuvent ainsi �tre fonctionnalis�s avec diff�rents ligands 

de ciblage des cellules, comme des peptides sp�cifiques ou des anticorps (Koren et al. 2012). 

En lÕabsence de syst�me de ciblage, ces particules interagissent avec la surface cellulaire par 

des liaisons �lectrostatiques non sp�cifiques entre les charges positives des complexes et les 

charges n�gatives de la membrane plasmique. Les mol�cules de prot�oglycanes comme les 

h�paranes sulfates (voir page 80) sont suspect�es �tre impliqu�es dans la fixation � la 

membrane (Khalil et al. 2006). Le m�canisme dÕinternalisation identifi� majoritairement pour 

ces particules est lÕendocytose. Les m�canismes dÕ�chappement aux endosomes diff�rent pour 

les deux types de transporteurs puisquÕils font intervenir une fusion entre les membranes 

endosomales et liposomale dans le cas lipoplexes et une lib�ration par rupture de la membrane 

endosomale sous lÕeffet de la pression osmotique (effet �ponge � protons) dans le cas des 

polyplexes (voir pages 58-59). 

ii) Nanoparticules 

 

Les nanoparticules sont des structures sph�riques dont la taille est de lÕordre du 

nanom�tre, compos�es de polym�res naturels ou synth�tiques. Le Poly(lactic-co-glycolic 

acide) (PGLA) est un polym�re biod�gradable pouvant �tre utilis� dans la formulation de ces 

nanoparticules. Ces nanoparticules de PGLA peuvent �tre utilis�es pour lÕencapsulation de 

divers acides nucl�iques. Ceux-ci sont incorpor�s au sein de la matrice de polym�re, ou bien 

adsorb�s � la surface de la nanoparticule, par interactions �lectrostatiques avec des polym�res 

cationiques (tels que le PEI ou le chitosan) qui peuvent �tre ajout�s � la matrice. Des 

nanoparticules de PGLA ont �t� utilis�es pour lÕinternalisation de PNA capables dÕinduire une 

recombinaison g�nomique dans les g�nes CCR5 (codant le co-r�cepteur impliqu� dans 

lÕinternalisation cellulaire du VIH) et !-globine, par formation de triplexes, en pr�sence dÕun 

ADN donneur. Ces nanoparticules sont internalis�es avec succ�s dans des cellules souches 

h�matopo��tiques humaines (McNeer et al. 2011) et leur injection syst�mique dans des souris 

humanis�es induit une recombinaison g�nomique sp�cifique dans les cellules 

h�matolympho�des (McNeer et al. 2013). 
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b) Aptam�res 
 

Certains acides nucl�iques (ARN ou ADN simple-brins), appel�s aptam�res, sont capables 

de reconna�tre et de lier sp�cifiquement une prot�ine dÕint�r�t gr�ce � leur structure 

tridimensionnelle. Il est possible dÕutiliser ces mol�cules pour internaliser des acides 

nucl�iques sp�cifiquement dans certains types cellulaires. Les cellules de cancer de la prostate 

expriment � leur surface un antig�ne appel� PSMA (Prostate-Specific Membrane Antigene). 

Un aptam�re ARN reconna�t sp�cifiquement cette prot�ine PSMA et cet aptamer a �t� 

fusionn� � un siARN (Figure 19) dirig� contre un g�ne de survie cellulaire (Plk1 ou Bcl2). 

LÕinjection intratumorale ou syst�mique de cette chim�re inhibe la croissance des tumeurs 

surexprimant lÕantig�ne PSMA dans des souris athymiques (Dassie et al. 2009). 

 

 

!

Figure 19 : Structure de la chim�re entre lÕaptam�re anti PSMA et un siARN dirig� contre le g�ne de 

survie cellulaire Plk1 (d'apr�s Dassie et al. 2009). 

noir : aptam�re sp�cifique de lÕantig�ne PSMA ; rouge : brin guide (antisens) ; bleu : brin passager (sens). Deux 
nucl�otides (UU) sortants en 3Õ du brin antisens favorisent la reconnaissance du brin guide dans le complexe 
RISC. 

 

La glycoprot�ine dÕenveloppe gp120 du VIH-1, exprim�e � la surface des particules 

virales et des cellules infect�es, constitue �galement une cible pour un aptam�re reconnaissant 

sp�cifiquement cette prot�ine. Des �tudes ont montr� quÕil est possible de vectoriser un 

siARN dirig� contre les prot�ines Tat et Rev, avec cet aptam�re, dans des cellules en culture 

exprimant la gp120. LÕinternalisation s�lective par endocytose de cette chim�re aptam�re-

siARN (Figure 20A) dans les cellules infect�es par le VIH-1 r�sulte en lÕinhibition du 

transcrit et de la r�plication virale (Zhou et al. 2008; Zhou et al. 2009). LÕoriginalit� et 

lÕefficacit� de cette approche pour inhiber la r�plication virale, reposent sur une coop�rativit� 

entre les deux constituants de la chim�re, lÕaptam�re inhibant lÕentr�e du virus par 

comp�tition avec la fixation du r�cepteur CD4 � la gp120, et le siARN inhibant lÕexpression 
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de tat/rev. Une strat�gie de conjugaison non covalente avec ce m�me aptam�re a �galement 

�t� d�velopp�e et permet de moduler simplement la chim�re par nÕimporte quelle s�quence de 

siARN (Figure 20B). Dans cette chim�re non covalente, une s�quence de liaison Ôsticky 

bridgeÕ riche en GC (16 bases), est ajout�e � lÕextr�mit� 3Õ de lÕaptam�re. La s�quence 

compl�mentaire � cette s�quence de liaison est quant � elle ajout�e � un des deux brins du 

siARN, et la chim�re est ensuite form�e par simples appariements Watson-Crick. Des 

injections intraveineuses dÕun cocktail dÕaptam�res anti-gp120, conjugu�s ainsi � trois 

diff�rents siARN ciblant des transcrits de prot�ines impliqu�es dans la r�plication virale 

(Tat/Rev, CD4 et Transportine-3 (TNPO3)), dans un mod�le de souris humanis�es infect�es 

par le VIH conduisent � lÕinhibition de la charge virale et de la d�pl�tion en cellules T CD4+ 

(Zhou et al. 2013). 

 

!

Figure 20 : Structures sch�matiques des chim�res constitu�es de l'aptam�re anti-gp120 et d'un siARN 

(d'apr�s Zhou et Rossi 2010). 

A. LÕaptam�re anti-gp120 et le siARN sont li�s covalemment. Le siARN cible un exon commun dans le 
transcript de tat/rev de HIV-1. La s�quence de siARN au sein de la chim�re est une s�quence 27-mer qui sera 
cliv�e par Dicer pour g�n�rer un siARN 21-mer incorpor� dans le complexe RISC. B. Chim�re consitut�e de 
lÕaptam�re anti gp-120 et dÕun siARN modulable, li�s par appariements Watson-Crick au niveau dÕune s�quence 
de liaison de 16 bases riche en GC. Cette s�quence de liaison est espac�e de lÕaptam�re et du siARN par des 
linkers constitu�s dÕune s�quence charni�re de trois atomes de carbone (C3), apportant une flexibilit� spatiale et 
structurale. 

 

Les aptam�res, pouvant �tre consid�r�s comme des versions nucl�iques des anticorps, sont 

donc des outils tr�s prometteurs pour la vectorisation dÕune vari�t� de mol�cules dans des 

cellules cibles. Leur nature nucl�ique constitue une caract�ristique int�ressante pour leur 

utilisation en tant que vecteur : absence dÕimmunog�nicit� in vivo, haute sensibilit� et 

sp�cificit� de fixation � lÕantig�ne, faible toxicit� cellulaire, synth�se chimique simple et 

directe avec possibilit� dÕintroduction de modifications chimiquesÉ Des optimisations pour 

rendre les conjugu�s encore plus fonctionnels ont �t� parfois propos�es, telles que des 
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troncatures dÕaptam�res ou des multim�risations, ou encore des modulations dans la m�thode 

de couplage entre lÕaptam�re et le compos� (Zhou & Rossi 2010).  

 

c) Petites mol�cules organiques et peptides 
 

Une strat�gie pour augmenter lÕinternalisation des siARN et oligonucl�otides antisens est 

de les conjuguer � de petites mol�cules organiques, telles que le cholest�rol ou des vitamines, 

ou � des peptides. Ces mol�cules sont naturellement absorb�es par certains tissus, via des 

r�cepteurs sp�cifiques.  

La nature lipophile du cholest�rol (Figure 21A) fait de cette petite mol�cule un 

transporteur ad�quat pour les acides nucl�iques. La premi�re mise en �vidence dÕactivit� 

biologique dÕun siARN in vivo par injection syst�mique a �t� r�alis�e avec un siARN dirig� 

contre lÕapolipoprot�ine B et comportant une mol�cule de cholest�rol en 3Õ du brin sens 

(Soutschek et al. 2004). Cette modification augmente la stabilit� de la mol�cule dans le 

plasma et ce conjugu� inhibe lÕARNm de lÕapolipoprot�ine B dans le foie et le jejunum chez 

la souris. Cette strat�gie sÕest �galement r�v�l�e efficace pour le ciblage in vivo du micro 

ARN miR-122 par un oligonucl�otide 2Õ-OMe phosphorothioate comportant un cholest�rol en 

3Õ (Kr�tzfeldt et al. 2005). Une investigation du m�canisme dÕinternalisation cellulaire 

(Wolfrum et al. 2007) a montr� que les conjugu�s cholest�rol-siARN interagissent avec des 

lipoprot�ines, notamment les HDL (High Density Lipoprotein) et LDL (Low Density 

Lipoprotein). Les conjugu�s, ainsi li�s aux LDL ou HDL, interagissent avec les r�cepteurs 

aux LDL et aux HDL, respectivement. LÕinternalisation des complexes lipoprot�ines/siARN 

fait �galement intervenir une prot�ine transmembranaire appel�e Sid1, homologue de la 

prot�ine Systemic RNAi Deficient-1 de C. elegans, n�cessaire pour une activit� dÕARN 

interf�rent syst�mique. Les conjugu�s li�s aux LDL sont principalement internalis�s dans le 

foie, tandis que les conjugu�s li�s aux HDL sont internalis�s dans divers tissus (ovaires, reins, 

foie, glande surr�nale), qui expriment fortement le r�cepteur scavenger de classe B et de type 

I (SR-BI), impliqu� dans lÕinternalisation s�lective du cholest�rol des particules HDL. 

Certaines vitamines ont �galement �t� rapport�es pour leur activit� de vectorisation des 

acides nucl�iques (Marlin et al. 2010). Par exemple, lÕ!-tocopherol (Figure 21B), un des huit 

isom�res de la vitamine E, conjugu� en 5Õ du brin antisens dÕun siARN ciblant 

lÕapolipoprot�ine B, provoque lÕabsorption du conjugu� dans le foie de souris trait�es en 
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injection intraveineuse (Nishina et al. 2008). Le m�canisme pr�cis de cette internalisation 

dans les h�patocytes nÕest pas connu, ni le r�cepteur impliqu�. Cependant, les exp�riences sur 

des h�patocytes en culture mettent en �vidence la n�cessit� de la pr�sence de s�rum pour 

lÕinternalisation, sugg�rant une fixation � des prot�ines s�riques. En effet, plusieurs prot�ines 

s�riques telles que les lipoprot�ines, lÕafamine ou les prot�ines SEC14L2, SEC14L3 et 

SEC14L4 sont connues pour interagir avec lÕ!-tocopherol. Egalement, la riboflavine, ou 

vitamine B2, a �t� utilis�e pour lÕinternalisation de PNA antisens dans des cellules HeLa par 

endocytose (Marlin et al. 2012). Le m�canisme dÕinternalisation de la riboflavine est peu 

connu mais ferait intervenir un transport par une prot�ine RCP (Riboflavine Carrier Protein), 

et plusieurs r�cepteurs sp�cifiques ont �t� identifi�s (RFT pour RiboFlavine Transporters). Un 

autre exemple est lÕutilisation de la vitamine A (r�tinol) pour lÕinternalisation de siARN 

encapsul�s dans des liposomes coupl�s � cette vitamine, dans les cellules h�patiques �toil�es 

pour le traitement de la fibrose h�patique (Sato et al. 2008). 

 

!

Figure 21 : Structures chimiques de petites mol�cules organiques utilis�es pour la vectorisation des acides 

nucl�iques (d'apr�s Marlin et al. 2010). 

A) cholest�rol B) vitamine E (!-tocopherol) 

 

Certaines �tudes relatent �galement lÕutilisation de petits peptides, ligands de 

r�cepteurs cellulaires sp�cifiques, pour lÕinternalisation des acides nucl�iques dans diff�rents 

types cellulaires. Des cellules canc�reuses peuvent �tre cibl�es sp�cifiquement par un peptide 

RGD qui reconna�t avec une forte affinit� les int�grines de type !v"3 surexprim�es � leur 

surface. Le couplage covalent de ce peptide � un oligonucl�otide 2Õ-OMe phosphorothioate 

correcteur dÕ�pissage permet son internalisation s�lective dans les cellules tumorales 
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surexprimant les int�grines !v"3 (Alam et al. 2008). Un autre exemple int�ressant concerne le 

couplage dÕun PNA dirig� contre le g�ne c-myc, avec une forme biologiquement active de la 

testost�rone, la dihydrotestost�rone (Boffa et al. 2000). LÕhormone coupl�e au PNA permet 

de d�livrer le conjugu� s�lectivement dans les cellules exprimant le r�cepteur nucl�aire aux 

androg�nes (AR). Enfin, nous citerons lÕexemple dÕun petit peptide analogue de lÕIGF-1 

(Insulin-like Growth Factor-I), utilis� pour la vectorisation dÕun siARN par endocytose via le 

r�cepteur � lÕIGF-1. Ce peptide, coupl� en 5Õ du brin sens du siARN, permet lÕinternalisation 

du conjugu� et lÕactivit� biologique du siARN dans des cellules MCF7 surexprimant le 

r�cepteur � lÕIGF-I (Cesarone et al. 2007). Ce m�me peptide a �galement �t� utilis� pour un 

ciblage sp�cifique des cellules exprimant le r�cepteur � lÕIGF-I par un PNA (Basu & 

Wickstrom 1997).  

LÕavantage de ces strat�gies aptam�res, peptides et petites mol�cules organiques, 

mettant en jeu des r�cepteurs cellulaires exprim�s diff�rentiellement selon les tissus, est de 

permettre un ciblage sp�cifique des cellules exprimant le r�cepteur impliqu�. Ceci permet 

potentiellement de pouvoir diminuer la concentration en mol�cule active inject�e et de 

minimiser les effets non sp�cifiques (Marlin et al. 2010). 

 

d) Cell Penetrating Peptides (CPP) 
 

Les CPP sont des peptides, g�n�ralement de 10 � 30 acides amin�s, poss�dant 

g�n�ralement une charge nette positive � pH physiologique (riches en acides amin�s basiques) 

et ayant la capacit� de provoquer lÕinternalisation cellulaire de diff�rents compos�s, tels que 

des peptides ou des acides nucl�iques (siARN, aptamers et oligonucl�otides antisens).   

La capacit� de certains peptides � traverser naturellement les membranes biologiques a 

�t� mise en �vidence en 1988 suite � des �tudes structurales et fonctionnelles sur le 

transactivateur Tat du VIH. Ces �tudes ont montr� que la prot�ine purifi�e est internalis�e 

dans des cellules en culture, en absence dÕagents de transfection et induit la transactivation du 

promoteur viral (Frankel & Pabo 1988). Cette capacit� dÕinternalisation est conf�r�e par une 

courte r�gion de la prot�ine comprise entre les acides amin�s 48 et 60 (Viv�s et al. 1997). 

Diff�rentes �tudes ont ensuite d�montr� la capacit� de peptides issus de Tat � provoquer 

lÕinternalisation de divers compos�s li�s covalemment, incluant des prot�ines enti�res comme 

la "-galactosidase ou la HRP (Horseradish Peroxidase), dans des cellules en culture et in vivo 
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(Fawell et al. 1994; Schwarze et al. 1999). Quelques ann�es plus tard, la capacit� de 

lÕhom�odomaine (acides amin�s 1 � 60) du facteur de transcription Antennapedia chez la 

drosophile � p�n�trer dans le noyau de neurones en culture a �t� mise en �vidence (Joliot et al. 

1991). Une s�quence de 16 acides amin�s, appel�e p�n�tratine (pAntp) a �t� identifi�e comme 

�tant responsable de cette aptitude dÕinternalisation (Derossi et al. 1994). Ce peptide pAntp 

est �galement efficace pour promouvoir lÕinternalisation de compos�s bioactifs dans les 

cellules. Par exemple, son couplage � un peptide inhibiteur de la prot�ine kinase C (PKC) 

(Th�odore et al. 1995) ou � un oligonucl�otide antisens 15-mer (Allinquant et al. 1995), 

permet aux conjugu�s dÕ�tre internalis�s dans des neurones en culture. 

i) Classification 

 

Au cours des vingt derni�res ann�es, plus de cent s�quences de CPP (variant de 5 � 40 

acides-amin�s) ont �t� d�crites capables dÕ�tre internalis�es dans les cellules de mammif�res, 

plantes et de bact�ries, m�diant le transport dÕune vari�t� de compos�s, auxquels ils sont li�s 

covalemment ou non covalemment (Koren & Torchilin 2012). Le Tableau 1 pr�sente les 

principaux CPP d�crits jusquÕ� pr�sent dans la litt�rature.  

 

 

CPP s�quence (N- vers C-ter) Origine r�f�rences 

d�riv�s de prot�ines naturelles 

Tat48-60 GRKKRRQRRRPPQ transactivateur de transcription du VIH (Viv�s et al. 1997) 

P�n�tratine RQIKIWFQNRRMKWKK hom�odomaine dÕantennapedia (Derossi et al. 1994) 

chim�riques    

Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL galanine + mastoporan (M Pooga et al. 1998) 

MPG GALFLGFLGAAGDTMGAWSQPKKKRKV gp41 du VIH-1 + NLS de SV40 (Morris et al. 1997) 

Pep-1 KETWWETWWTEWSQPKKKRKV RT du VIH + NLS de SV40 (Morris et al. 2001) 

synth�tiques    

(R/W)9 RRWWRRWRR d�riv� de la p�n�tratine (Delaroche et al. 2007) 

MAP KLALKLALKALKAALKLA de novo (Oehlke et al. 1998) 

(R-Ahx-R)4 RAhxR RAhxR RAhxR RAhxRRAhxB d�riv� des oligoarginines (Abes, Moulton, et al. 2006) 

Polyarginines Rn (6 < n < 12) d�riv�s du peptide Tat (Mitchell et al. 2000) 

 

Tableau 1 : Description des principaux CPP d�crits dans la litt�rature.  

Ahx : acide 6-aminohexano�que ; MAP : Model Amphipathic Peptide 

!

Malgr� leur grande variabilit� de s�quences, une classification des CPP selon leurs 

caract�res physicochimiques est possible et implique trois principales cat�gories : les 
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cationiques, les amphipathiques et les hydrophobes (Milletti 2012). La grande majorit� (83%) 

des CPP ont une charge nette positive, la petite proportion de CPP anioniques ne constituant 

pas � elle seule une cat�gorie. Les CPP anioniques sont assign�s aux cat�gories de CPP 

hydrophobes ou amphipathiques.   

Les CPP class�s dans la cat�gorie purement cationique sont des CPP nÕayant pas de 

caract�re hydrophobe ou amphipathique (Milletti 2012). Les principaux repr�sentants de CPP 

cationiques sont les bien connus Tat (RKKRRQRRR), les peptides oligoarginines (R9, R8É), 

et les s�quences NLS.  

Parmi les CPP amphipathiques, on distingue les amphipathiques primaires, qui 

poss�dent dans leur s�quence un segment de r�sidus hydrophobes et un segment de r�sidus 

hydrophiles (exemples MPG et Pep-1), et les amphiphatiques secondaires. Les CPP 

amphipathiques secondaires poss�dent un caract�re amphiphile r�v�l� par la structure 

secondaire (en h�lice alpha ou feuillet-"), avec le positionnement de r�sidus hydrophobes sur 

une face de la structure et de r�sidus hydrophiles sur lÕautre face (exemples : Model 

Amphipathic Peptide (MAP), GALA, CADY). Une derni�re classe de CPP amphipathiques � 

consid�rer est repr�sent�e par les CPP amphipathiques riches en prolines (exemple : peptide 

SAP, de s�quence (VRLPPP)3), caract�ris�s par la formation dÕune h�lice particuli�re 

polyproline II (PPII) (Milletti 2012).  

Enfin, sont consid�r�s comme CPP hydrophobes (seulement 15% environ des CPP ; 

exemples : les pentapeptides BIP et Pep-7), les CPP ne contenant que des r�sidus 

hydrophobes, de charge nette faible, ou poss�dant un motif ou un groupement chimique 

hydrophobe crucial pour lÕinternalisation (Milletti 2012).  

Une autre m�thode de classification se base sur lÕorigine des CPP et diff�rencie trois 

classes : les peptides d�riv�s de prot�ines naturelles (le plus souvent de prot�ines de fixation � 

lÕADN ou � lÕARN, dÕhom�oprot�ines, de peptides antimicrobiens, de prot�ines virales ou de 

peptides signal), les peptides chim�riques form�s de la fusion entre deux s�quences naturelles, 

et les peptides synth�tiques, issus dÕune conception rationnelle (Bechara & Sagan 2013).  

 

ii) M�canismes dÕinternalisation 

 

Les m�canismes impliqu�s dans lÕinternalisation cellulaire des CPP ou des conjugu�s 

CPP-compos� sont divers et controvers�s. Les premi�res donn�es, notamment pour les 

peptides Tat et p�n�tratine, indiquaient une internalisation passive � travers la membrane 
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plasmique, via un m�canisme �nergie-ind�pendant et r�cepteur ind�pendant (Derossi et al. 

1994; Viv�s et al. 1997; Derossi et al. 1996). Cependant, la plupart des exp�riences initiales 

de microscopie �taient r�alis�es sur des cellules fix�es, et il a �t� montr� en 2003 que les 

protocoles de fixation modifiaient la localisation intracellulaire des peptides li�s � un 

fluorophore (Richard et al. 2003). D�s lors, les �tudes de localisation furent men�es sur des 

cellules vivantes, non fix�es, et lÕendocytose appara�t aujourdÕhui comme la principale voie 

dÕinternalisation des CPP (Sebbage 2009). Toutes les voies de pinocytose ont �t� d�crites 

comme impliqu�es dans lÕinternalisation des CPP et CPP-cargaison. De plus, certaines �tudes 

sugg�rent lÕinteraction avec un r�cepteur, pr�c�dant lÕinternalisation. Par exemple, des 

complexes non covalents entre des oligonucl�otides et le peptide PepFect14 sont internalis�s 

dans les cellules HeLa suite � une interaction avec des r�cepteurs scavenger de classe A 

(SCARA) (Ezzat et al. 2012).  

Malgr� lÕ�vidence de lÕutilisation de lÕendocytose comme voie dÕentr�e des CPP, des 

�tudes apportent �galement des arguments forts en faveur dÕune translocation directe � travers 

la membrane (Thor�n et al. 2004; Jiao et al. 2009; Rydstr�m et al. 2011). Ce processus, 

�nergie ind�pendant, est �valu� en quantifiant lÕinternalisation � 4¡C ou en condition de 

d�pl�tion chimique en ATP. Notons que les mesures r�alis�es � 4¡C tendent � sous-�valuer la 

part de translocation directe, la fluidit� et la dynamique membranaires �tant �galement 

diminu�es � faible temp�rature. Trois principaux m�canismes de translocation directe ont �t� 

propos�s (Bechara & Sagan 2013). Le premier impliquerait lÕencapsidation des peptides dans 

des micelles invers�es, par invagination de la membrane et r�organisation des lipides, suite � 

lÕinteraction des r�sidus basiques du CPP avec des phospholipides n�gativement charg�s 

(Figure 22A) (Alves et al. 2008). Un second m�canisme correspond � la formation de pores 

transitoires dans la membrane plasmique, qui permettent une diffusion passive des peptides 

vers le cytoplasme (Figure 22B). LÕinteraction entre les cha�nes lat�rales des r�sidus positifs 

du CPP et les phospholipides n�gatifs m�ne � lÕaccumulation des peptides au contact de la 

membrane et � lÕamincissement de cette derni�re, aboutissant � la formation dÕun pore 

(Deshayes et al. 2006; Herce et al. 2009). Enfin, un mod�le est en faveur dÕune translocation 

dite adaptative, pour les CPP riches en arginines (Figure 22C). LÕinteraction du groupement 

guanidinium des arginines et les t�tes polaires des phospholipides par formation de liaisons 

hydrog�ne bident�es, masquerait la charge du peptide, att�nuant sa polarit� et lui permettant 

de diffuser � travers la membrane, de mani�re assist�e par le potentiel membranaire (Wender 

et al. 2008; Rothbard et al. 2004). 
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Figure 22 : Principaux m�canismes de translocation directe des CPP dans les cellules (d'apr�s Bechara et 

Sagan 2013). 

(A) Mod�le de formation de micelles inverses, induisant lÕencapsidation transitoire et la lib�ration du peptide 
dans le milieu intracellulaire. (B) Mod�le de formation de pores transitoires � travers lesquels les peptides 
peuvent diffuser passivement. (C) Mod�le de translocation ÔadaptativeÕ, mettant en jeu des interactions entre des 
groupements guanidinium et les t�tes polaires des lipides n�gativement charg�s, permettant aux peptides de 
diffuser � travers la membrane plasmique. 

 

Les m�canismes impliqu�s dans lÕinternalisation des CPP et des conjugu�s CPP-

cargaison sont donc complexes et font intervenir diff�rents processus, non mutuellement 

exclusifs. En effet, un m�me CPP peut �tre internalis� par diff�rentes voies dÕendocytose en 

m�me temps (Duchardt et al. 2007) et son internalisation peut impliquer � la fois lÕendocytose 

(�nergie-d�pendante) et la translocation directe (�nergie-ind�pendante) (Jiao et al. 2009). 

Notamment, la nature du m�canisme impliqu� peut �tre d�pendante de la concentration en 

peptide, avec une pr�dominance de lÕendocytose � faible concentration, et lÕimplication dÕune 

translocation directe � partir dÕun certain seuil de concentration, g�n�ralement autour de 5 µM 

(Said Hassane et al. 2010; Duchardt et al. 2007; Ziegler & Seelig 2011). Au contraire, certains 

exemples rapportent une internalisation par translocation directe � faibles concentrations en 

CPP et lÕintervention suppl�mentaire de lÕendocytose � plus fortes concentrations (Jiao et al. 

2009; Bechara et al. 2013). De nombreux autres param�tres ont �t� d�crits comme capables 

dÕinfluencer le mode dÕinternalisation des CPP ou des CPP-cargaison, tels que la nature et la 

taille du compos� � internaliser (El-Andaloussi et al. 2007), la lign�e cellulaire consid�r�e 

(Mueller et al. 2008), la nature de la liaison entre le CPP et le compos�, la structure 

secondaire du CPP, le temps dÕincubation, lÕ�tat physiologique des cellulesÉ De plus, les 
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exp�riences utilis�es pour la discrimination entre les diff�rentes voies dÕendocytose 

impliquent souvent lÕutilisation dÕinhibiteurs chimiques de voies d�finies, dont la sp�cificit� 

est parfois limit�e, compliquant lÕinterpr�tation des r�sultats obtenus (Vercauteren et al. 2010). 

Ceci souligne lÕimportance de combiner lÕutilisation de diff�rentes approches, notamment par 

des exp�riences de microscopie (recherche de colocalisations avec des marqueurs de voies 

dÕendocytose) ou lÕutilisation de prot�ines dominant n�gatifs ou dÕARN interf�rents dirig�s 

contre des prot�ines sp�cifiques de voies d�finies. 

 

iii) Interactions avec la membrane plasmique 

 

Quel que soit le m�canisme dÕinternalisation, la premi�re �tape est lÕinteraction du 

CPP avec la membrane plasmique. Des incertitudes subsistent sur la question du ou des 

d�terminants membranaires impliqu�s dans cette interaction. Si les �tudes initiales 

proposaient une interaction �lectrostatique avec les t�tes polaires lipidiques de la membrane 

(Drin et al. 2001), un nombre important dÕ�tudes met en �vidence lÕimportance de certaines 

mol�cules de prot�oglycanes. Les prot�oglycanes sont des constituants essentiels de la 

matrice extracellulaire et sont pr�sents � la surface des cellules. Ils sont constitu�s dÕune 

prot�ine centrale, sur laquelle sont li�es une ou plusieurs cha�nes de glycosaminoglycanes 

(GAG), attach�es � des sites sp�cifiques. Les GAG sont des polysaccharides non branch�s qui 

diff�rent entre eux selon leur composition en saccharides. Parmi eux, on distingue les 

h�paranes sulfates (HS), les chondroitines sulfates (CS), les dermatanes sulfates (DS), les 

k�ratanes sulfates (KS) et lÕacide hyaluronique (seul GAG qui nÕest pas li� � une prot�ine 

centrale). Les principaux prot�oglycanes membranaires sont appel�s synd�cans et glypicans 

(Figure 23), et contiennent principalement des cha�nes dÕHS (H�cker et al. 2005). Les 

glypicans sont des prot�oglycanes � h�paranes sulfates (HSPG) li�s � la membrane par une 

ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol). Les synd�cans sont transmembranaires et 

comportent jusquÕ� cinq sites dÕattachement aux GAG (CS, DS et principalement HS). 
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Figure 23 : Structure des prot�oglycanes membranaires (HSPG) (d'apr�s H�cker et al. 2005). 

Les glypicans sont reli�s � la membrane par une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) clivable et comportent 
un domaine N-terminal globulaire stabilis� par des liaisons disulfures. Les sites dÕattachement des HS sont 
proches de lÕextr�mit� C-terminale. Les synd�cans sont transmembranaires et portent des sites dÕattachement aux 
HS pr�s de leur extr�mit� N-terminale. 

!

 De part lÕabondance de leurs groupes carboxylates et sulfates, les GAG sont une 

source importante de polyanions, pr�sente � la surface de presque tout type cellulaire. Des 

exp�riences notamment de comp�tition avec des analogues solubles de GAG (exemple : 

h�parine), de traitement des cellules par des enzymes clivant sp�cifiquement certains GAG 

(exemple : h�parinase III), ou de mesure dÕinternalisation dans des lign�es cellulaires 

d�ficientes dans la biosynth�se de certains GAG, ont permis de mettre en �vidence une 

interaction �lectrostatique entre de nombreux CPP et les GAG, et surtout avec les HS (Tyagi 

et al. 2001; Wadia et al. 2004; Belting 2003; Suzuki et al. 2002; Bechara et al. 2013). Cette 

interaction est susceptible dÕinduire un regroupement de GAG � la surface des cellules, � 

lÕorigine de lÕactivation dÕun signal intracellulaire, dÕun remodelage du cytosquelette dÕactine, 

et de lÕinternalisation via endocytose ou translocation directe (Milletti 2012; Ziegler & Seelig 

2008; Bechara et al. 2013). Les r�sidus positivement charg�s au sein du CPP sont donc 

particuli�rement importants pour �tablir ces liaisons �lectrostatiques avec la membrane 

plasmique. Les peptides riches en arginines semblent plus efficacement internalis�s que les 

peptides riches en lysines ou histidines (Mitchell et al. 2000; Amand et al. 2008). Par exemple, 

une �tude comparant lÕinternalisation de la p�n�tratine � des analogues PenArg et PenLys, 

enrichis en arginines et lysines, respectivement, a montr� que lÕanalogue PenArg est dix fois 

plus internalis� que lÕanalogue PenLys, lui m�me moins internalis� que la p�n�tratine (Amand 

et al. 2008). La particularit� de lÕarginine repose notamment sur sa capacit� � �tablir deux 

liaisons hydrog�nes bident�es entre le groupement guanidinium de sa cha�ne lat�rale et le 
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groupement sulfate, phosphate ou carboxylate anioniques pr�sents � la surface des membranes 

(Rothbard et al. 2004) (Figure 24). DÕautre part, la pr�sence de plusieurs r�sidus basiques 

dans la s�quence dÕun CPP peut induire une r�pulsion �lectrostatique entre ces r�sidus, qui est 

diminu�e dans le cas des lysines gr�ce au pKa plus faible de leur cha�ne lat�rale (en 

comparaison � celui des arginines), entra�nant une d�protonation du groupe amino. Pour les 

arginines, cette r�pulsion de charges peut-�tre diminu�e par interaction du groupement 

guanidinium avec un contre-ion n�gatif, tel quÕun groupement phosphate (Figure 24) 

(Gooding et al. 2012). Il en r�sulte une plus grande stabilit� thermodynamique des paires 

dÕions impliquant le groupement guanidinium au sein des peptides polyarginines en 

comparaison � lÕarginine isol�e (Sakai & Matile 2003). 

 

!

Figure 24 : R�duction de la r�pulsion de charge par les lysines et les arginines (d'apr�s Gooding et al. 

2012). 

Le pKa du groupe amino de la lysine �tant plus faible que le pKa du groupement guanidinium de lÕarginine, 
r�sultant en une d�protonation du groupe amino et en une r�duction de la r�pulsion de charge entre les lysines et 
les autres groupes cationiques. Pour les arginines, la charge est neutralis�e par la formation de liaisons 
hydrog�nes bident�es entre le groupement guanidinium et les anions tels que les phosphates. 

 

 Le devenir des peptides et leur dissociation des h�paranes sulfates apr�s entr�e par 

endocytose est �galement une question non r�solue. Les r�sultats obtenus par Fuchs et Raines 

en 2004 pour le peptide nonaarginine (R9) sugg�rent un m�canisme selon lequel les 

complexes peptide R9-HS sont internalis�s par endocytose, suivi du clivage des HS dans les 

endosomes par les h�paranases, entrainant la lib�ration des peptides et leur permettant de 

sÕ�chapper des endosomes vers le cytoplasme en d�stabilisant la membrane endosomale 
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(Fuchs & Raines 2004) (Figure 25). Les peptides riches en arginines semblent en effet 

particuli�rement efficaces pour promouvoir lÕ�chappement endosomal. Une �tude utilisant des 

liposomes dont la surface a �t� modifi�e avec une forte densit� de peptides R8 ou K8, met en 

�vidence la capacit� unique des arginines � stimuler la lib�ration des endosomes par fusion 

entre les membranes du liposome et de lÕendosome. Cette lib�ration est possible � pH neutre 

(endosomes pr�coces) comme � pH acide (endosomes tardifs) pour les liposomes modifi�s 

avec R8, tandis quÕelle nÕest possible quÕ� pH neutre pour les liposomes modifi�s avec K8 (El-

Sayed et al. 2008). 

 

!

Figure 25 : M�canismes propos�s pour lÕinternalisation de R9 dans les cellules CHO (d'apr�s Fuchs et 

Raine 2004). 

R9 se lie aux HS � la surface des cellules et le complexe est internalis� par endocytose. Dans les endosomes, les 
HS sont d�grad�es par les h�paranases. Le peptide, ainsi lib�r�, sÕ�chappe des v�sicules dÕendocytose en 
perturbant la membrane endosomale. 

 

iv) Strat�gie covalente / non covalente 

  

 La majorit� des strat�gies bas�es sur lÕutilisation de CPP repose sur un couplage 

covalent entre le CPP et la mol�cule � internaliser. Ce couplage est r�alis� chimiquement ou 

par clonage et expression dÕune prot�ine de fusion CPP-prot�ine. Des r�gles concernant le 

type de liaison optimal entre le CPP et le compos� � internaliser nÕont pas encore �t� d�finies. 
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Il existe diff�rentes liaisons chimiques possibles, stables (thiol mal�imide ou thioether) ou 

clivables (liaison ester, clivable par les est�rases cellulaires, ou pont disulfure, r�ductible dans 

lÕenvironnement intracellulaire).  

 Certaines �tudes (Aubry et al. 2009; Torres et al. 2011; �mand et al. 2012) mettent en 

�vidence lÕimportance des thiols pour lÕinternalisation, sugg�rant lÕexistence de r�actions 

dÕ�change avec des thiols membranaires, catalys�es par des prot�ines oxydor�ductrices 

(protein disulfide isomerase et thioredoxines). Plusieurs hypoth�ses ont �t� propos�es pour 

expliquer ces �changes (Torres & Gait 2012). LÕhypoth�se la plus probable consiste en 

lÕattaque du pont disulfure du conjugu� par un thiol, conduisant � la formation dÕun complexe 

entre le compos� � internaliser et la prot�ine membranaire (Figure 26a). Selon un second 

m�canisme possible, la formation de ce complexe pourrait �tre initi�e par lÕattaque dÕun thiol 

du compos� sur une prot�ine membranaire contenant un pont disulfure (Figure 26b). Enfin, la 

possibilit� de la formation dÕun pont disulfure intermol�culaire entre deux cyst�ines libres 

(lÕune sur la prot�ine membranaire, lÕautre sur le compos�), nÕest pas exclue (Figure 26c). Le 

compos�, ainsi li� � la prot�ine membranaire, serait ensuite internalis� par endocytose et 

�ventuellement lib�r� dans lÕenvironnement r�ducteur du cytoplasme. 
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Figure 26 : M�canismes possibles dÕ�changes des thiols entre un CPP et une prot�ine membranaire 

(d'apr�s Torres et Gait 2012). 

(a) attaque dÕun thiol r�actif de la prot�ine membranaire sur le pont disulfure au sein du peptide (b) attaque dÕun 
thiol r�actif du peptide sur un pont disulfure membranaire (c) formation dÕun pont disulfure entre deux thiols 
r�actifs, lÕun sur le peptide, lÕautre sur la prot�ine membranaire, catalys�e potentiellement par des ions 
m�talliques ou des agents oxydants. Dans tous les cas, ces r�actions aboutiraient � la formation dÕun pont 
disulfure intermol�culaire entre le peptide et la prot�ine membranaire, stimulant lÕinternalisation, qui sera r�duit 
dans le cytoplasme ou lÕendosome. 

 

 Les avantages dÕun couplage covalent sont notamment le contr�le de la stoechiom�trie 

entre le CPP et le compos� et la reproductibilit� de la synth�se du conjugu�. Cependant, il 

existe un risque dÕalt�ration de lÕactivit� biologique du compos�, particuli�rement dans le cas 

des siARN ou des oligonucl�otides charg�s. Toutefois, ce risque est limit� dans le cas dÕun 

lien r�versible entre le compos� et le CPP. 
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 Une strat�gie de couplage non covalent entre le compos� et le CPP a �t� d�velopp�e 

avec des peptides amphipathiques comportant un domaine hydrophile et un domaine 

hydrophobe, qui forment des nanoparticules stables avec des prot�ines/peptides ou des acides 

nucl�iques. Cette strat�gie a �t� propos�e en 1997 par lÕ�quipe de Gilles Divita (Morris et al. 

1997), avec le peptide chim�rique MPG (27 r�sidus, 

GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV), dont le domaine hydrophobe est d�riv� de la 

s�quence de fusion de la prot�ine gp41 du VIH et le domaine hydrophile, riche en lysines, est 

d�riv� de la s�quence NLS de lÕantig�ne T du SV40. Ces deux domaines sont s�par�s dÕun 

domaine de liaison comportant une proline, conf�rant une flexibilit� plus grande au peptide. 

Ce peptide pr�sente une forte affinit� (de lÕordre du nanomolaire) pour les acides nucl�iques 

n�gativement charg�s, simple ou double-brins. LÕassociation avec les acides nucl�iques est 

r�alis�e par des liaisons �lectrostatiques et hydrophobes, ind�pendamment de la s�quence 

nucl�ique. Les interactions �lectrostatiques sont g�n�r�es par les charges positives des lysines 

du domaine hydrophile et les charges n�gatives de lÕacide nucl�ique. Des interactions 

intermol�culaires peptide/peptide via le domaine hydrophobe permettent ensuite de g�n�rer 

une ÔcageÕ peptidique autour de lÕacide nucl�ique. Les particules ainsi form�es contiennent 

entre 20 et 40 mol�cules de peptide, selon la taille de lÕacide nucl�ique (Deshayes et al. 2008). 

Cette strat�gie utilisant le peptide MPG est efficace pour internaliser aussi bien de lÕADN 

plasmidique, que des oligonucl�otides antisens charg�s n�gativement (PO, LNA, PSÉ), ou 

des siARN (Deshayes et al. 2008). Pour d�livrer les siARN dans le compartiment o� se trouve 

leur cible, cÕest-�-dire le cytoplasme, le peptide MPG#NLS, comportant une mutation dans la 

s�quence NLS, est le plus efficace.  

 Le CPP Pep1 (21 r�sidus, KETWWETWWTEWSQPKKKRKV) diff�re de MPG par 

le domaine variable hydrophobe, qui est une s�quence riche en tryptophanes. Ce peptide 

permet lÕinternalisation cellulaire de petits peptides et prot�ines par lÕapproche non covalente 

(Morris et al. 2001), en engageant des interactions hydrophobes. Les particules ainsi form�es 

contiennent de 15 � 20 mol�cules de Pep1 par mol�cule � internaliser. Des modifications de 

Pep1 ont �t� propos�es afin dÕ�largir le potentiel de cette strat�gie � dÕautres types de 

compos�s. Par exemple, le peptide Pep2 (21 r�sidus, KETWFETWFTEWSQPKKKRKV), 

r�sultant de la substitution de deux tryptophanes en ph�nylalanines dans le domaine 

hydrophobe de Pep1, permet dÕinternaliser les PNA et dÕanalogues ioniques de PNA 

(HypNA-pPNA) (Morris et al. 2004). A partir de la s�quence Pep2, des mutations et d�l�tions 

ont �t� introduites afin dÕidentifier les r�sidus essentiels pour la formation de complexes 

stables avec les PNA et leurs analogues et pour augmenter leur internalisation. La s�quence 
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optimis�e, nomm�e Pep3 (15 r�sidus, KWFETWFETWPKKRK), permet le ciblage in vivo de 

la cycline B1 par un HypNA-pPNA, qui inhibe la croissance tumorale de x�nogreffes de 

cellules de carcinome de prostate (PC3) chez la souris (Morris et al. 2004).  

 Plus r�cemment, le peptide amphipathique secondaire CADY (20 r�sidus, 

GLWRALWRLLRSLWRLLWKA) a �t� d�crit pour sa capacit� � se lier aux siARN par 

interactions �lectrostatiques et hydrophobes, augmentant leur internalisation dans une grande 

vari�t� de lign�es cellulaires, incluant des cellules en suspension et des lign�es primaires 

(Rydstr�m et al. 2011; Crombez et al. 2009).  

 Tous ces peptides sont ac�tyl�s en N-terminal et portent un groupement cyst�amide en 

C-terminal, essentiels pour leur stabilit� et leur internalisation. Ces complexes non covalents 

sont principalement internalis�s par un m�canisme impliquant une translocation directe � 

travers la membrane et �vitant la voie endosomale. Les premiers contacts avec la surface 

cellulaire impliquent l� encore les prot�oglycanes, induisant lÕactivation de la GTPase Rac1 et 

le remodelage du cytosquelette dÕactine et d�clenchant lÕinitiation du processus 

dÕinternalisation. LÕinteraction avec les phospholipides (principalement par le domaine 

hydrophobe) leur permet ensuite dÕadopter une structure en h�lice (Pep-1) ou en feuillet-" 

(MPG) et de sÕins�rer dans la membrane pour �tre internalis�s par un m�canisme impliquant 

la formation de pores (Deshayes et al. 2008). 

 

v) Conclusions 

 

Les principales limitations des CPP in vivo sont leur sensibilit� � la prot�olyse 

r�sultant en une dur�e dÕaction r�duite, et lÕabsence de ciblage cellulaire. La d�gradation peut 

�tre r�duite par lÕutilisation dÕacides amin�s non naturels tels que les acides amin�s de s�rie D. 

Certaines approches permettent dÕapporter une sp�cificit� de ciblage cellulaire aux 

CPP. Par exemple, une approche utilise des ÔCPP activablesÕ, ou ACPP, constitu�s dÕun 

domaine polyarginines covalemment attach� � un domaine polyanionique neutralisant et 

inactivant le domaine polyarginine par formation dÕun complexe intramol�culaire. Ces deux 

parties sont reli�es entre elles par un lien clivable par des m�talloprot�ases s�cr�t�es par 

certaines cellules tumorales. Dans lÕenvironnement proche des cellules tumorales, cet ACPP 

sera donc cliv�, et la partie active (cationique) sera lib�r�e et s�lectivement internalis�e dans 

les cellules tumorales (Jiang et al. 2004).  
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 De nombreux CPP sont aujourdÕhui en �tudes pr�cliniques et cliniques. Le premier 

essai clinique utilisant un CPP concernait lÕutilisation dÕun transporteur polyarginine pour 

lÕinternalisation de la cyclosporine dans le traitement topique du psoriasis. Cette mol�cule est 

entr�e en phase II dÕessais cliniques en 2003 (CellGate Inc.) mais son d�veloppement est 

aujourdÕhui arr�t� (Koren & Torchilin 2012). Sarepta Therapeutics d�veloppe des peptides 

oligoarginines de type (R-Ahx-R)4, comportant une mol�cule dÕacide 6-aminohexano�que 

(Ahx), pour la correction dÕ�pissage in vivo dans le cadre du traitement de la DMD par des 

PMO (Jearawiriyapaisarn et al. 2008; Lebleu et al. 2008; Abes, Moulton, et al. 2006).  

Les CPP sont donc des mol�cules tr�s int�ressantes dÕun point de vue th�rapeutique, 

qui augmentent lÕinternalisation dÕune grande vari�t� de compos�s dans de nombreuses 

lign�es cellulaires et avec une faible toxicit�.  
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Chapitre III : Ciblage du r�cepteur � lÕInsulin-like 
Growth Factor 1 

 

Les r�cepteurs � tyrosines kinases (RTK) sont des prot�ines transmembranaires 

impliqu�es dans la communication intercellulaire qui contr�lent des processus cellulaires 

fondamentaux, tels que la croissance, la prolif�ration, la diff�renciation, la survie, la 

migration et le m�tabolisme. Ils comportent un domaine extracellulaire de fixation � un ou 

plusieurs ligands sp�cifiques, un domaine transmembranaire, et un domaine tyrosine kinase 

intracellulaire. La fixation sp�cifique dÕun facteur de croissance sur le domaine extracellulaire, 

active le domaine tyrosine kinase par induction ou stabilisation de la dim�risation du 

r�cepteur. LÕautophosphorylation des r�sidus tyrosine du domaine tyrosine kinase permet le 

recrutement de prot�ines adaptatrices et dÕenzymes � la membrane, et lÕassemblage dÕune 

cascade de signalisation par activation de prot�ines effectrices. Ces �v�nements de 

signalisation conduisent � lÕactivation de facteurs de transcription sp�cifiques, qui activent 

lÕexpression de g�nes qui vont d�finir la r�ponse biologique associ�e au facteur de croissance 

impliqu� dans lÕinitiation du signal. 

LÕaxe IGF est constitu� de deux r�cepteurs � tyrosines kinases, le r�cepteur � lÕinsuline 

(IR) et le r�cepteur � lÕIGF1 (Insulin-like Growth Factor-I Receptor, IGF1R), ainsi que du 

r�cepteur � lÕIGF2 (IGF2R). LÕactivation de ces r�cepteurs implique trois ligands : IGF1, 

IGF2 et lÕinsuline, ainsi que six prot�ines de fixation � ces ligands appel�es IGFBP (IGF 

Binding Proteins). Cet axe IGF a un r�le dans la croissance et le d�veloppement de nombreux 

tissus. Dans de nombreux cancers, il est impliqu� dans la tumorigen�se, la croissance 

tumorale et la formation de m�tastases.   

Dans ce chapitre seront d�crits les principaux composants de la voie de signalisation 

associ�e � lÕIGF1R et leurs r�les dans les cellules saines et tumorales, ainsi que les strat�gies 

th�rapeutiques de ciblage de ce r�cepteur en canc�rologie. 

 

!  
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III. 1. Le r�cepteur � lÕIGF1 
 

3. 1. Structure et fonction  
 

a) IGFIR et lÕaxe IGF 
 

Le g�ne IGF1R est localis� sur le chromosome 15 et code un polypeptide unique de 

1367 acides-amin�s qui est exprim� par presque tous les types cellulaires (Yuen & Macaulay 

2008). LÕIGF1R est un h�t�rot�tram�re constitu� de deux cha�nes ! extracellulaires 

impliqu�es dans la reconnaissance et la fixation du ligand, et de deux cha�nes " 

intracellulaires, comportant chacune un domaine transmembranaire et un domaine tyrosine 

kinase. Ces cha�nes sont reli�es entre elles par des ponts disulfures (Figure 27).  

 

Les ligands de lÕIGF1R sont principalement les facteurs de croissance peptidiques 

IGF1 et IGF2. LÕaffinit� du r�cepteur est plus forte pour lÕIGF1 (KD = 1 nM) que pour lÕIGF2 

(KD = 15-20 nM). LÕinsuline fixe �galement lÕIGF1R mais avec une affinit� cent fois moindre 

(KD = 100 nM) (Tognon & Sorensen 2012). LÕIGF1 est produit principalement par le foie et 

sa production est contr�l�e par lÕhormone de croissance. Sa lib�ration dans la circulation 

sanguine permet sa distribution dans de nombreux tissus, o� il exerce son action endocrine. 

LÕIGF2 est �galement exprim� dans le foie mais sa production nÕest pas r�gul�e par 

lÕhormone de croissance. Principalement six IGFBP sont impliqu�es dans la r�gulation de 

lÕaxe IGF. Ces prot�ines ont une forte affinit� pour IGF1 et IGF2 et, en se liant � ces ligands, 

r�gulent leur biodisponibilit� par comp�tition avec la fixation au r�cepteur (Pollak 2008). De 

plus, ces IGFBP prolongent la demi-vie des IGF dans le s�rum et les tissus, agissant ainsi 

comme des Ôr�servoirsÕ dÕIGF. Ces IGFBP sont elles-m�mes r�gul�es par des prot�ases 

sp�cifiques impliqu�es dans leur d�gradation. 
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Figure 27 : Structure de l'IGF1R.  

LÕIGF1R est un h�t�rot�tram�re constitu� de deux sous-unit�s G et de deux sous-unit�s ?, reli�es par des ponts 
disulfures. Les sous-unit�s G comportent le domaine de fixation du ligand, et les sous-unit�s ? sont constitu�es 
du domaine transmembranaire et du domaine intracytoplasmique tyrosine kinase.  Ce domaine tyrosine kinase 
contient les tyrosines (Y1131, Y1135 et Y1136) de la boucle dÕactivation de la kinase, qui sont activ�es apr�s 
fixation du ligand.  

!

Le r�cepteur � lÕIGF2 ne poss�de pas dÕactivit� kinase. Il fixe lÕIGF2 et r�gule sa 

biodisponibilit� en lÕinternalisation, induisant ainsi sa d�gradation lysosomale. Ceci a pour 

cons�quence une diminution de la quantit� dÕIGF2 circulant pouvant activer lÕIGF1R. 

 

b) Voies de signalisation intracellulaires 
 

La fixation du ligand sur lÕIGF1R entraine un changement conformationnel conduisant 

� lÕactivation des kinases des sous-unit�s " et � la transphosphorylation de tyrosines 

importantes (tyrosines 1131, 1135 et 1136). Ceci induit la phosphorylation de certains r�sidus 

tyrosines adjacentes et de s�rines, qui sont alors reconnues par les prot�ines adaptatrices IRS 

1-4 (Insulin Receptor Substrates 1-4) et Shc (Scr Homology 2 Containing) qui sÕy fixent par 

leur domaine SH2 (Figure 28). 

Les prot�ines Shc initient la voie des MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase) par 

lÕinterm�diaire des prot�ines Grb2 (Growth Factor Receptor-Bound protein 2) et SOS (Son Of 

Sevenless), un facteur dÕ�change nucl�otidique de la guanine (Figure 28). Le recrutement de 

SOS permet lÕactivation de la petite GTPase Ras � la membrane, qui va activer la s�rine 

kinase Raf, � lÕorigine de la voie ErK/MAPK (Extracellular-signal-regulated Kinase/ 

Mitogen-activated Protein Kinase). Cette voie de signalisation implique lÕactivation en s�rie 

de la thr�onine tyrosine kinase MEK1/2 (Mitogene-activated Extracellular signal Kinase) et 
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de la s�rine thr�onine kinase ErK1/2. Cette derni�re est alors transloqu�e dans le noyau, o� 

elle phosphoryle des facteurs de transcription impliqu�s dans lÕactivation de g�nes associ�s � 

la prolif�ration cellulaire. Ces facteurs de transcription sont par exemple c-Fos, c-Myc, Pax6 

(paired box 6), CREB (cAMP Response Element Binding Protein) et Stat3 (Signal Transducer 

and Activator of Transcription 3) (Tognon & Sorensen 2012). 

La sous-unit� p85 de la prot�ine PI3 Kinase (PI3K) est �galement recrut�e sur le 

domaine tyrosine kinase de lÕIGF1R, ce qui va d�clencher la voie PI3K/Akt (Figure 28). Cette 

sous-unit� p85 peut �galement �tre recrut�e sur les prot�ines adaptatrices IRS. La prot�ine 

PI3K est constitu�e de la sous-unit� r�gulatrice p85 et dÕune sous-unit� catalytique p110, qui 

catalyse la conversion du PIP2 (Phosphatidyl-Inositol-diphosphate) en PIP3 (Phosphatidyl-

Inositol-triphosphate). Ceci conduit au recrutement de la prot�ine Pdk1 (serine/threonine 

Phosphoinositide-dependent Kinase 1), qui phosphoryle et active la prot�ine Akt (appel�e 

aussi Prot�ine Kinase B). Cette prot�ine Akt activ�e contr�le de multiples voies de 

signalisation relatives � la croissance, � la survie cellulaire et au m�tabolisme. Les effets 

stimulateurs de la survie cellulaire r�sultent notamment de lÕinhibition par la phosphorylation 

par Akt de la prot�ine Bad (B-cell lymphoma 2 Antagonist of cell Death), qui est un 

r�gulateur n�gatif des facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) et Bcl-XL (B-cell 

lymphoma Like X). De plus, la phosphorylation de la prot�ine FoxO (Forkhead box ÔotherÕ), 

conduit � lÕinhibition de lÕapoptose par lÕinhibition du facteur pro-apoptotique Bim (Bcl-2 

Interacting Mediator of cell death). La GSK3" (Glycogen Synthase Kinase-3") est �galement 

une cible de Akt. Sa phosphorylation conduit � la d�phosphorylation et lÕactivation du facteur 

dÕinitiation de la traduction eIF2B, impliqu� dans la synth�se prot�ique. LÕactivation dÕAkt 

est �galement impliqu�e dans lÕactivation de la prot�ine mTORC1 (mammalian Target Of 

Rapamycin Complex 1), conduisant � une augmentation de la synth�se prot�ique. Cet effet 

passe par le facteur dÕinitiation de la traduction eIF4E et par la kinase S6K (ribosomal S6). 

Un r�trocontr�le n�gatif de lÕactivit� de lÕIGF1R est provoqu� par lÕactivation dÕAkt, 

qui peut �galement conduire � lÕinhibition dÕIRS1 par phosphorylation de sites inhibiteurs de 

cette prot�ine. 
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Figure 28 : Signalisation cellulaire associ�e � lÕIGF1R (d'apr�s Tognon et Sorensen 2012). 

La fixation de lÕIGF1 ou de lÕIGF2 sur lÕIGF1R induit des signaux de prolif�ration et survie cellulaires et stimule 
le m�tabolisme du glucose et la synth�se des prot�ines, par lÕinterm�diaire des voies de transduction 
ERK/MAPK et PI3K/Akt. 

 

c) Fonctions biologiques 
 

Le r�le de lÕaxe IGF dans la croissance et le d�veloppement a �t� mis en �vidence par 

des �tudes dans des mod�les animaux KO pour les composants de cet axe. Des souris KO 

pour lÕIGF1 pr�sentent un poids � la naissance inf�rieur de 60% � celui des souris WT, 

associ� � une forte mortalit� p�rinatale. Des d�fauts de d�veloppement des muscles, os et 

poumons ont �t� observ�s chez ces souris KO (Powell-Braxton et al. 1993). Les mutants 

homozygotes pour lÕIGF1R ont le ph�notype le plus s�v�rement affect�. Ces souris meurent 

toutes � la naissance de probl�mes respiratoires, avec un d�ficit de croissance important (45% 
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de la taille des souris WT) et un d�veloppement anormal des muscles, des os, du syst�me 

nerveux central et de lÕ�piderme (Liu et al. 1993). Ces �tudes mettent en �vidence 

lÕimportance de lÕIGF1 et de lÕIGF1R dans le d�veloppement embryonnaire chez la souris. Il 

nÕexiste pas de mutation homozygote de lÕIGF1R connue chez lÕhomme. Cependant, un 

patient portant une d�l�tion partielle du g�ne de lÕIGF1, pr�sente des d�fauts de 

d�veloppement et de croissance (Rother & Accili 2000; Camacho-H�bner et al. 2002).  

Les fonctions physiologiques dÕIGF1R sont de stimuler la croissance du corps, la 

my�linisation et la survie neuronale, ainsi que le d�veloppement mammaire et la lactation. Ce 

r�cepteur est �galement important pour la fonction r�nale et la formation des os et influence la 

long�vit� (Hartog et al. 2007). 

  

d) IGF1R et IR 
 

IGF1R partage un fort degr� de similitude avec le r�cepteur � lÕinsuline, leurs 

domaines tyrosine kinase �tant conserv�s � 84%. LÕidentit� totale entre les s�quences 

prot�iques enti�res est de 70%. Il existe deux isoformes de IR, g�n�r�es par �pissage alternatif 

de lÕexon 11. LÕisoforme A (IR-A) ne comporte pas lÕexon 11 et est principalement exprim�e 

dans les tissus fÏtaux, o� elle est impliqu�e dans la survie cellulaire en r�ponse � lÕIGF2. 

LÕisoforme B (IR-B) comporte lÕexon 11 et est exprim�e dans les tissus adultes, dans lesquels 

elle contr�le lÕinternalisation du glucose en r�ponse � lÕinsuline. Les deux isoformes 

poss�dent des affinit�s similaires pour lÕinsuline mais lÕIR-A poss�de une affinit� environ dix 

fois sup�rieure � celle de lÕIR-B pour lÕIGF2. Du fait du fort degr� dÕhomologie entre lÕIR et 

lÕIGF1R, des r�cepteurs hybrides peuvent se former, constitu�s dÕune cha�ne de lÕIGF1R et 

dÕune cha�ne de lÕIR. Des hybrides IGF1R/IR-A et IGF1R/IR-B ont �t� d�crits. Les hybrides 

IGF1R/IR-A ont une affinit� �gale pour lÕIGF2 et lÕinsuline, tandis que les hybrides 

IGF1R/IR-B ont une affinit� sup�rieure pour lÕIGF1 (Sachdev & Yee 2007), bien que 

lÕaffinit� respective de ces r�cepteurs hybrides pour les diff�rents ligands soit controvers�e.  

 IR et IGF1R ont �volu� � partir dÕun r�cepteur ancestral commun impliqu� � la fois 

dans la r�gulation du m�tabolisme, et � la fois dans la croissance de lÕorganisme et la 

long�vit�. Bien quÕayant conserv� une s�quence et une structure fortement similaires, ces 

r�cepteurs ont acquis des fonctions distinctes au cours de lÕ�volution. 
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3. 2. Implication dans le cancer 
 

La signalisation de lÕaxe IGF est impliqu�e dans la formation et la progression des 

tumeurs, ainsi que dans la formation de m�tastases, dans une grande vari�t� de cancers, 

comprenant le cancer du sein, de la prostate, du colon, du foie, du pancr�as, des m�lanomes, 

des my�lomes, des glioblastomesÉ (Werner & Bruchim 2009; Sachdev & Yee 2007; 

Seccareccia & Brodt 2012). En effet, la surexpression et lÕaugmentation de lÕactivit� tyrosine 

kinase de lÕIGF1R sont fr�quemment rencontr�es dans de nombreux cancers (Resnik et al. 

1998). Les taux des IGF sont �galement d�r�gul�s dans certains cancers humains (Peyrat et al. 

1993) et des �tudes �pid�miologiques ont montr� que des forts taux dÕIGF circulants sont 

associ�s � un risque augment� de d�velopper des cancers tels que le cancer du sein, de la 

prostate, du colon ou du poumon (Hankinson et al. 1998; Sachdev & Yee 2007).  

 

(a) IGF1R et transformation cellulaire 

LÕimportance de lÕIGF1R pour la transformation oncog�nique a �t� mise en �vidence 

par des �tudes montrant la d�pendance de lÕexpression du r�cepteur pour la transformation de 

fibroblastes de souris par certains oncog�nes, incluant lÕantig�ne T du SV40 (Sell et al. 1993) 

et Ha-ras. De plus, il a �t� montr� que la surexpression dÕIGF1R conduit � la transformation 

de fibroblastes et � la formation de tumeurs in vivo, de mani�re d�pendante de lÕIGF1 (Kaleko 

et al. 1990). Les m�canismes responsables de cette d�pendance de lÕexpression de lÕIGF1R 

pour la transformation cellulaire restent en partie incompris.  

 

(b) IGF1R et m�tastase 

La signalisation de lÕIGF1R a �galement un r�le critique dans la propension des 

tumeurs � former des m�tastases. Elle influence diff�rents facteurs de la cascade m�tastatique, 

impliqu�s dans lÕadh�sion cellulaire, la migration, lÕinvasion, lÕangiogen�se et la croissance 

des m�tastases dans les organes distants de la tumeur initiale (Werner & Bruchim 2009). 

LÕexpression de lÕIGFIR et de sa principale mol�cule adaptatrice IRS-1, persiste dans les 

stades m�tastatiques (Hellawell et al. 2002). Plusieurs �tudes ont montr� que lÕinhibition de 

lÕIGF1R conduit � une r�duction de la capacit� � former des m�tastases (Prager et al. 1994; 

Dunn et al. 1998; Sachdev et al. 2004). De plus, les IGF peuvent stimuler la motilit� cellulaire 

en stimulant lÕinteraction de certaines int�grines avec leurs ligands extracellulaires et 

modulent les interactions entre cellules via une signalisation crois�e entre lÕaxe IGF et les 

mol�cules dÕadh�sion cellulaire comme la E-cadherine (Maile et al. 2002; Jackson et al. 2001; 
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Andr� et al. 1999). Ces interactions peuvent influencer la propension des tumeurs � 

m�tastaser.  

 

LÕIGF1R est donc une cible pertinente pour les th�rapies anticanc�reuses. La premi�re 

identification de ce r�cepteur en tant que cible th�rapeutique a �t� r�alis�e il y a plus de vingt 

ans, avec lÕutilisation dÕun anticorps dirig� contre lÕIGF1R, qui bloquait la prolif�ration de 

cellules de cancer du sein humaines (Arteaga & Osborne 1989). Depuis, de nombreuses 

approches ont �t� d�velopp�es pour cibler sp�cifiquement lÕIGF1R et ces approches ont 

montr� une efficacit� in vivo pour le traitement de nombreux cancers (Burfeind et al. 1996; 

Samani et al. 2004; Min et al. 2005).  

 

3. 3. Strat�gies de ciblage 
 

Les approches de ciblage de lÕIGF1R impliquent lÕinhibition de lÕexpression ou de la 

fonction du r�cepteur par diff�rents m�canismes. Les deux approches les plus avanc�es 

reposent sur lÕutilisation dÕanticorps monoclonaux contre lÕIGF1R ou de petites mol�cules 

inhibitrices de tyrosines kinases. Elles ont permis le d�veloppement de mol�cules candidates 

aujourdÕhui en essais cliniques. DÕautres approches de ciblage de lÕaxe IGF dans les cancers 

ont �t� d�velopp�es. LÕensemble de ces approches seront d�crites dans ce paragraphe.  

 

a) Anticorps monoclonaux  
 

Les anticorps bloquants dirig�s contre lÕIGF1R emp�chent lÕactivation du r�cepteur 

par le ligand, en cr�ant une comp�tition avec le ligand pour la fixation au r�cepteur. La 

fixation de lÕanticorps sur le r�cepteur conduit � lÕinternalisation cellulaire du complexe par 

endocytose et � sa d�gradation. Par cons�quent, la densit� de r�cepteurs pr�sents � la surface 

de la cellule est diminu�e et la signalisation associ�e � lÕIGF1R est abrog�e. LÕefficacit� de 

cette approche a �t� d�montr�e en 1983 in vitro et sur des x�nogreffes tumorales avec un 

anticorps monoclonal de souris (!-IR3) dirig� contre la sous-unit� ! de lÕIGF1R (Kull et al. 

1983). LÕobtention de r�sultats prometteurs in vitro et chez la souris ont conduits au 

d�veloppement de plusieurs essais cliniques impliquant des anticorps monoclonaux, seuls ou 

en combinaison avec dÕautres chimioth�rapies. Par exemple, lÕanticorps R1507, d�velopp� 

par Roche est en d�veloppement clinique de phase II pour le traitement de sarcomes (Pappo et 
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al. 2011). Une autre mol�cule, lÕanticorps  CP-751871 (Figitumumab), d�velopp� par Pfizer, 

est en essai clinique de phase II en combinaison avec le docetaxel pour le traitement du cancer 

du sein (http://clinicaltrials.gov). Il est � noter que deux essais cliniques de phase III (Pfizer) 

qui �valuaient les effets du Figitumumab en combinaison avec le paclitaxel et le carboplatine 

ou avec un inhibiteur de lÕEGFR (Epidermal Growth Factor), ont �t� stopp�s en 2010 pour 

des raisons de manque dÕefficacit� et de toxicit� (Heidegger et al. 2011). Les effets toxiques 

observ�s, tels que lÕhyperglyc�mie, pourraient r�sulter directement des fonctions 

physiologiques de lÕIGF1R, et de sa signalisation crois�e avec lÕIR. La plupart des anticorps 

monoclonaux d�velopp�s sont s�lectifs de lÕIGF1R et nÕinterf�rent pas avec lÕIR. Cependant, 

ils pourraient interf�rer indirectement avec la signalisation de lÕinsuline via les r�cepteurs 

hybrides IGF1R/IR. Malgr� leur potentiel, des progr�s dans la connaissance et lÕutilisation de 

ces anticorps monoclonaux pour cibler lÕIGF1R sont donc attendus en terme dÕefficacit� et 

dÕinocuit�.  

 

b) Inhibiteurs de tyrosines kinases 
 

Les petites mol�cules inhibitrices des tyrosines kinases peuvent �galement cibler 

lÕIGF1R. Elles agissent en emp�chant lÕautophosphorylation du domaine tyrosine kinase du 

r�cepteur, inhibant la transmission intracellulaire du signal.  

La plupart de ces inhibiteurs agissent par comp�tition avec la fixation de lÕATP sur le 

domaine tyrosine kinase. De cette mani�re, ils inhibent le changement conformationnel du 

domaine tyrosine kinase et son autophosphorylation. La conception dÕinhibiteurs s�lectifs de 

lÕIGF1R est limit�e par le haut degr� de similarit� entre lÕIGF1R et lÕIR. En effet, la poche de 

fixation de lÕATP de ces deux r�cepteurs est conserv�e � 100%. Toutefois, des variations 

subtiles dans les domaines tyrosines kinases peuvent �tre exploit�es afin de g�n�rer des 

mol�cules s�lectives pour lÕIGF1R. Les premiers inhibiteurs de tyrosines kinases de lÕIGF1R 

sont les compos�s NVP-AEW541 et NVP-ADW742, d�velopp�s par Novartis, qui sont des 

d�riv�s de pyrrolo[2,3-d]pyrimidine. Ces mol�cules montrent une s�lectivit� pour lÕIGF1R 

vis-�-vis de lÕIR dans des tests cellulaires et sont associ�es � des effets anti-n�oplasiques et 

anti-tumoraux in vitro et in vivo (Garc�a-Echeverr�a et al. 2004; Mitsiades et al. 2004; Yuen & 

Macaulay 2008). Aux concentrations employ�es pour lÕinhibition de lÕactivit� kinase, ces 

compos�s ne provoquent pas dÕeffets secondaires sur la glyc�mie, le poids ou le taux 

dÕinsuline.  
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Il existe �galement des inhibiteurs de tyrosines kinases de lÕIGF1R non comp�titifs de 

lÕATP, qui agissent en inhibant la phosphorylation de substrats par le domaine tyrosine kinase. 

Par exemple, le compos� PPP, d�riv� de la podophyllotoxine, inhibe la phosphorylation de la 

tyrosine Y1136 du domaine tyrosine kinase de lÕIGF1R, conduisant � lÕinhibition 

pr�f�rentielle de la voie PI3K-Akt, � lÕarr�t du cycle cellulaire et lÕapoptose (Vasilcanu et al. 

2004). Le PPP montre une activit� anti-tumorale in vitro et in vivo dans diff�rents mod�les de 

cancers humains, tels que des my�lomes, des sarcomes ou des m�lanomes (Menu et al. 2006; 

Yuen & Macaulay 2008), sans effet sur lÕIR. Cependant, la sp�cificit� de cet inhibiteur pour 

lÕIGF1R a �t� contest�e (Linder et al. 2007). Le PPP fait lÕobjet dÕun essai clinique de phase 

I/II (AXL1717, par Axelar AB), avec une administration par voie orale de la mol�cule, chez 

des patients atteints de carcinomes pulmonaires NSCLC (Non-small Cell Lung Cancer) 

(Ekman et al. 2011).  

Plusieurs autres inhibiteurs de tyrosines kinases sont aujourdÕhui en d�veloppement 

clinique, seuls ou en association avec dÕautres chimioth�rapies (Yee 2012). Ces inhibiteurs de 

tyrosines kinases montrent g�n�ralement de bonnes activit�s anti-tumorales mais, l� encore, 

des effets secondaires ind�sirables ont �t� rapport�s, principalement lÕhyperglyc�mie. Ceci 

sÕexplique majoritairement par des probl�mes de sp�cificit� vis-�-vis de lÕIR. Certaines �tudes 

sugg�rent que le co-ciblage de lÕIR et de lÕIGF1R (ainsi que des r�cepteurs hybrides) pourrait 

�tre b�n�fique pour lÕefficacit� de traitement de certains cancers (Heidegger et al. 2011), lÕIR 

�tant �galement impliqu� dans les cancers humains, notamment via un signal mitog�nique 

d�livr� par lÕIGF2 (Baserga 2013; Morrione et al. 1997; Frasca et al. 1999). 

 

c) Inhibition de lÕexpression de lÕIGF1R par strat�gie antisens 
 

Des oligonucl�otides antisens peuvent �tre utilis�s afin dÕinhiber lÕexpression de 

lÕIGF1R. De nombreuses �tudes pr�-cliniques ont montr� que lÕinhibition du r�cepteur 

conduit � lÕinhibition de sa signalisation cellulaire et de la croissance des cellules tumorales et 

induit lÕapoptose de ces cellules dans diff�rents mod�les de cancers (Werner & Bruchim 

2009). Par exemple, un oligonucl�otide gapmer PS/2Õ-MOE (d�velopp� par Antisense 

therapeutics sous le nom dÕATL1101) inhibe la croissance tumorale de x�nogreffes cutann�es 

chez la souris (Furukawa et al. 2010). La faisabilit� de cette approche a �t� montr�e chez 

lÕhomme, dans une �tude avec un oligonucl�otide PS 18 mer pour traiter ex-vivo des cellules 

gliales de patients dÕastrocytomes malins (Andrews et al. 2001).  
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LÕARN interf�rence peut �galement �tre utilis�e pour cette approche antisens. Un 

siARN ciblant lÕIGF1R inhibe la signalisation de lÕIGF1R, induit lÕapoptose et augmente la 

sensibilit� � certaines chimioth�rapies dans des cellules de cancer de la prostate (Rochester et 

al. 2005). Un siARN comportant des modifications 2Õ-OMe dirig� contre lÕIGF1R inhibe la 

prolif�ration ce cellules de cancer du sein et retarde la croissance de tumeurs chez la souris. 

De plus, une r�ponse immune anti-tumorale peut se mettre en place (infiltration de 

lymphocytes et de leucocytes polynucl�aires), et les cellules trait�es s�cr�tent des cytokines 

pro-inflammatoires (Tumor Necrosis Factor-! et interf�ron-$) (Durfort et al. 2012; Schillaci et 

al. 2006).  

LÕavantage de cette strat�gie th�rapeutique repose sur sa sp�cificit�, bas�e sur le choix 

de s�quences cibles sp�cifiques de lÕIGF1R et pas de lÕIR. La limite actuelle est 

lÕinternalisation cellulaire des oligonucl�otides antisens et la difficult� de d�veloppement 

dÕune application par voie orale.  

 

d) Prot�ines tronqu�es dominants n�gatifs de lÕIGF1R 
 

Une autre approche consiste � g�n�rer un r�cepteur IGF1R tronqu�, d�pourvu du 

domaine tyrosines kinases et par cons�quent incapable dÕ�tre activ� et de transmettre le signal 

intracellulaire. Ce r�cepteur tronqu� conserve un site de fixation aux ligands intact et est donc 

capable de neutraliser leurs effets (Figure 29).  

Cette strat�gie a �t� appliqu�e pour la premi�re fois � lÕIGF1R en 1992, avec un 

r�cepteur comportant un codon STOP en position 952 de la s�quence en acides amin�s. Ce 

r�cepteur comporte toujours son domaine transmembranaire mais est d�pourvu du domaine 

tyrosines kinases (Figure 29). Dans des cellules de rat, la surexpression du r�cepteur humain 

tronqu� 952STOP bloque la signalisation associ�e � lÕIGF1R en induisant la formation de 

r�cepteurs hybrides rat/humain non fonctionnels, agissant comme des dominants n�gatifs 

(Prager et al. 1992). La transfection de la sous-unit� " de lÕIGF1R tronqu�e � cette m�me 

position dans des fibroblastes de rat inhibe la tumorigen�se et la prolif�ration cellulaire, ainsi 

que la formation de tumeurs apr�s injection des cellules transfect�es � des souris athymiques 

(Prager et al. 1994). DÕautres �tudes avec ce m�me dominant n�gatif ont confirm� ces effets 

in vivo chez la souris athymique, avec une r�duction de la tumorig�nicit� des cellules, mais 

aussi une induction de lÕapoptose et une inhibition de la croissance des m�tastases (Jiang et al. 

1999; Reinmuth et al. 2002). De mani�re similaire, des r�cepteurs dominants n�gatifs 
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tronqu�s en position 950, exprim�s par des ad�novirus recombinants induisent une inhibition 

de la signalisation associ�e � lÕIGF1R et de la croissance cellulaire, ainsi que de la r�sistance 

� lÕapoptose, dans des cellules humaines de cancer du poumon (Lee et al. 2003) de cancer 

gastrique (Min et al. 2005) et de cancer pancr�atique (Min et al. 2003). 

Des r�cepteurs tronqu�s dominants n�gatifs solubles ont �galement �t� d�crits. Ces 

r�cepteurs ne comportent plus le domaine transmembranaire et sont par cons�quent s�cr�t�s 

par la cellule (Figure 29). Parmi ces r�cepteurs solubles, le dominant n�gatif 486STOP inhibe 

la transformation cellulaire et la croissance tumorale chez la souris athymique, dans cinq 

lign�es cellulaires de cancers humains (carcinomes de prostate, colon, ovaires, poumons) 

(Reiss et al. 1998). Ce m�me dominant n�gatif inhibe la transformation in vitro et la m�tastase 

de cellules de cancer du sein chez la souris (Dunn et al. 1998). Ces deux �tudes mettent en 

�vidence un effet de ce dominant n�gatif soluble sur les cellules voisines, appel� Ôeffet 

bystanderÕ. En effet, la croissance des tumeurs induites par les cellules canc�reuses sauvage 

est inhib�e lors de la co-injection avec des cellules exprimant le dominant n�gatif. Il a 

�galement �t� montr� que cette prot�ine 486STOP induit une apoptose massive de cellules de 

glioblastomes chez le rat (DÕAmbrosio et al. 1996). Le dominant n�gatif IGF1R933 est 

constitu� de la totalit� du domaine extracellulaire de lÕIGF1R. Chez la souris, lÕinjection de 

cellules murines de carcinome du poumon exprimant ce dominant n�gatif inhibe la formation 

et la croissance de tumeurs, ainsi que la formation de m�tastase h�patiques et la survie des 

souris (Samani et al. 2004). Le dominant n�gatif 482STOP est �galement soluble et lÕinjection 

dÕad�novirus recombinants exprimant ce r�cepteur tronqu� inhibe la formation de tumeurs 

ainsi que la croissance et les m�tastases de tumeurs pr�existantes chez la souris. De plus, 

lÕinjection intratumorale de ces ad�novirus sensibilise la tumeur � certaines chimioth�rapies 

telles que le 5-fluorouracile (Min et al. 2005; Min et al. 2003). Chez la souris, lÕinjection in 

vivo de virus AAV exprimant une forme soluble de lÕIGF1R conduit � la production de ce 

dominant n�gatif dans le plasma et � lÕinhibition de m�tastases du foie (Wang et al. 2013).  

Malgr� ces r�sultats prometteurs, la limite de cette approche repose sur la vectorisation 

du g�ne exprimant le dominant n�gatif. Le caract�re immunog�ne des ad�novirus rend leur 

utilisation difficilement transposable � lÕhomme.  
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Figure 29 : Prot�ines tronqu�es dominants n�gatifs de lÕIGF1R d�crites dans la litt�rature. 

 

e) Autres approches 
 

DÕautres strat�gies de ciblage de lÕaxe IGF ont �t� plus r�cemment d�velopp�es. Parmi 

ces approches, la neutralisation des IGF a pour cons�quence lÕinhibition de lÕactivation des 

r�cepteurs et de la signalisation intracellulaire. Pour la neutralisation de ces ligands, des 

anticorps anti-IGF1 ou IGF2 peuvent �tre utilis�s. LÕanticorps monoclonal de rat KM1468 se 

fixe � la fois � lÕIGF1 et lÕIGF2 et inhibe les m�tastases osseuses de cellules de cancer de la 

prostate chez la souris (Goya et al. 2004). Les IGFBP sont des mol�cules naturellement 

impliqu�es dans la r�gulation de la biodisponibilit� des IGF. Il a �t� montr� que la pr�sence 

en exc�s de ces mol�cules peut inhiber la croissance tumorale in vitro et in vivo. Par exemple, 

IGFBP-1 inhibe la croissance induite par lÕIGF1 de cellules de cancer du sein en bloquant 

lÕinteraction entre lÕIGF1 et son r�cepteur. LÕinhibition de lÕactivation du r�cepteur induite 

par IGFBP-1 conduit lÕinhibition de la prolif�ration de ces cellules, ainsi que de leur 

croissance en absence dÕancrage (Sachdev & Yee 2007). LÕadministration dÕIGFBP-1 

recombinant � des souris, inhibe la croissance tumorale de x�nogreffes de cancer du sein (Van 

den Berg et al. 1997). Par ailleurs, certaines IGFBP telles que IGFBP3 peuvent exercer une 

activit� antitumorale ind�pendamment des IGF (Oh 1998). NÕayant pas dÕeffet sur lÕIR et la 

signalisation de lÕinsuline, cette strat�gie semble int�ressante en terme de toxicit�. Cependant, 

des progr�s sont attendus pour augmenter la stabilit� de ces IGFBP pour leur utilisation in 

vivo (Van den Berg et al. 1997).  
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Une autre strat�gie ciblant lÕIGF1 consiste � r�duire sa synth�se en utlilisant des 

antagonistes de lÕhormone de croissance, responsable de la synth�se h�patique dÕIGF1. 

Enfin, une strat�gie consiste � inhiber lÕexpression de lÕIGF1 ou de lÕIGF1R au niveau 

de la transcription. Une �tude utilise des oligonucl�otides formant une triple h�lice sur lÕADN, 

coupl�s � un inhibiteur de topoisom�rase, la camptoth�cine, pour induire une coupure cibl�e 

de lÕADN et inhiber lÕexpression de lÕIGF1 et de lÕIGF1R (Oussedik et al. 2010). 

 

III. 2. Inhibition de lÕ�longation de la traduction de 

lÕIGF1R pour g�n�rer une prot�ine tronqu�e dominant 

n�gatif 
 

La strat�gie d�velopp�e dans notre �quipe consiste � utiliser des PNA riches en 

pyrimidines pour inhiber lÕ�longation de la traduction et g�n�rer des prot�ines tronqu�es aux 

m�mes positions que pour les dominants n�gatifs d�j� d�crits de lÕIGF1R (voir page 99). 

G�n�rer ces prot�ines tronqu�es dominants n�gatifs par inhibition de la traduction de lÕIGF1R 

humain permet une action directe sur le g�ne endog�ne plut�t que lÕapport dÕune prot�ine 

dominant n�gatif exog�ne. Ceci permettrait de sÕaffranchir de lÕutilisation de virus pour 

exprimer la prot�ine tronqu�e � partir de plasmides comportant un codon STOP. Dans le 

cadre de sa th�se, Sabine Lecosnier (�cole doctorale MTCE, soutenance en d�cembre 2010) a 

r�alis� un criblage in vitro de huit s�quences de PNA 17-mer riches en pyrimidines, dirig�es 

contre la s�quence codante dÕIGF1R � diff�rentes positions. Il r�sulte de ce criblage que seuls 

deux PNA, comportant un large bloc central pyrimidique riche en thymines, et donc pouvant 

former des triplexes partiels, sont capables dÕinhiber lÕ�longation de la traduction in vitro en 

g�n�rant une prot�ine tronqu�e. Parmi ces PNA, seul le PNA 959 (s�quence 

TTATTTCTCTTTCTATG) a montr� une activit� cellulaire. En effet, ce PNA inhibe la 

traduction de la sous-unit� " de lÕIGF1R dans des cellules DU145 de cancer de la prostate 

surexprimant IGF1R. Il a de plus �t� montr� que cette inhibition est sp�cifique et s�lective de 

lÕIGF1R vis-�-vis de lÕIR, ce dernier nÕ�tant pas inhib� lorsque lÕIGF1R est inhib�. Les 

cons�quences fonctionnelles de cette inhibition de lÕIGF1R dans les cellules DU145 sont 

lÕinhibition des voies de signalisation Akt et ERK associ�es au r�cepteur ainsi que lÕinhibition 

du potentiel clonog�nique des cellules en soft agar. Ces travaux ont donn� lieu � la 

publication suivante : A steric blocker of translation elongation inhibits IGF-1R expression 

and cell transformation, figurant en Annexe 1. 
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Chapitre IV :  Projet de th�se 
 

Les conditions requises pour quÕun oligonucl�otide bloqueur st�rique soit efficace 

pour inhiber lÕ�longation de la traduction ne sont pas encore compl�tement comprises, m�me 

si la n�cessit� de formation dÕune structure de type triplexe entre lÕoligonucl�otide et lÕARN 

existe dans la majorit� des cas (Knudsen & Nielsen 1996; Lecosnier et al. 2011). Les 

questions qui persistent concernent notamment la taille minimale et la composition en bases 

de lÕoligonucl�otide et la nature des modifications chimiques le constituant, permettant le 

blocage st�rique de lÕ�longation de la traduction. De plus, lÕ�tude de Lecosnier et al. a montr� 

pour la premi�re fois que la transfection de cellules par un PNA dirig� contre la partie codante 

de lÕARNm de lÕIGF1R inhibe sa traduction sans provoquer sa d�gradation  (Lecosnier et al. 

2011). Cependant, si une prot�ine tronqu�e est g�n�r�e in vitro suite � lÕarr�t de la machinerie 

ribosomale par le PNA, aucune mise en �vidence de lÕexpression dÕune telle prot�ine tronqu�e 

nÕa �t� r�alis�e in cellulo. LÕexpression de la prot�ine tronqu�e dans les cellules serait la 

preuve la plus directe dÕun m�canisme impliquant lÕinhibition de lÕ�longation de la traduction 

par le PNA et lÕadressage de cette prot�ine tronqu�e � la membrane plasmique constituerait 

lÕaccomplissement complet de la strat�gie visant � g�n�rer des dominants n�gatifs de lÕIGF1R.  

La premi�re partie de ce travail de th�se a �t� consacr�e � la comparaison de lÕactivit� 

dÕarr�t de lÕ�longation de la traduction par les PNA, � celle dÕautres bloqueurs st�riques 

(PMO et LNA), in vitro et dans des cellules perm�abilis�es. Nous avons �galement  recherch� 

lÕexpression dÕune prot�ine tronqu�e r�sultant dÕun blocage st�rique par des PNA dirig�s 

contre la s�quence codante de lÕint�grase du VIH. Enfin, nous nous sommes int�ress�s � la 

relation entre la taille des PNA et leur activit�, en raccourcissant en N-terminal et C-terminal, 

la s�quence du PNA 17-mer dirig� contre lÕIGF1R et s�lectionn� par Lecosnier et al. Cette 

�tude a �t� r�alis�e pour mieux comprendre lÕimportance des bases du PNA dans la formation 

dÕun triplexe qui arr�te lÕ�longation de la traduction. 

La seconde partie de ce travail a �t� consacr�e � lÕinternalisation cellulaire des PNA. 

Ceux-ci �tant des oligonucl�otides neutres, les lipides et polym�res cationiques ne peuvent 

�tre utilis�s pour am�liorer leur internalisation cellulaire, sauf lorsquÕils sont co-transfect�s 

avec un ADN compl�mentaire (Koppelhus & Nielsen 2003; Hamilton et al. 1999; Doyle et al. 

2001). N�anmoins, la m�thode la plus utilis�e repose sur lÕutilisation des CPP et de nombreux 

CPP ont �t� d�crits pour promouvoir lÕinternalisation cellulaire des PNA. Les CPP riches en 
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arginines sont tr�s efficacement internalis�s dans les cellules, en comparaison aux autres CPP 

cationiques (Mitchell et al. 2000). Le CPP (R/W)9 est un peptide amphipathique constitu� de 

six arginines et de trois tryptophanes (RRWWRRWRR), qui est un analogue plus court du 

peptide (R/W)16 (RRWRRWWRRWWRRWRR), d�riv� de la p�n�tratine (Derossi et al. 

1998). (R/W)9 fait partie des peptides les plus efficacement internalis�s parmi les CPP riches 

en arginines (Aubry et al. 2010) et il a �t� montr� que son internalisation cellulaire atteint un 

maximum en 30-60 min, en lÕabsence de cytotoxicit� jusquÕ� 48 heures dÕincubation et 

dÕexocytose jusquÕ� 18h (Delaroche et al. 2007). De plus, (R/W)9 internalise le peptide 

inhibiteur de la prot�ine kinase C (PKCi) quand il est conjugu� � ce dernier par pont disulfure 

(Delaroche et al. 2007). Notre objectif a �t� dÕ�tudier lÕinternalisation cellulaire et lÕactivit� 

biologique de PNA conjugu�s � (R/W)9 par un pont disulfure. Le pont disulfure est consid�r� 

comme une liaison stable dans le milieu extracellulaire mais r�ductible dans le milieu 

intracellulaire, conduisant � la lib�ration des deux entit�s (Saito et al. 2003). Ce type de 

liaison est potentiellement impliqu� dans des �changes avec des thiols membranaires, pouvant 

moduler lÕefficacit� dÕinternalisation cellulaire (Aubry et al. 2009; Torres et al. 2011). Afin 

dÕ�tudier lÕimpact de cette liaison sur lÕefficacit� dÕinternalisation et sur lÕactivit� biologique 

des conjugu�s, nous avons compar� lÕefficacit� de ce type de conjugu�s avec des conjugu�s 

form�s par une liaison non clivable (mal�imide). LÕimportance des tryptophanes pour 

lÕinteraction avec la membrane et lÕinternalisation cellulaire du CPP (R/W)9 a d�j� �t� 

montr�e (Walrant et al. 2011; Walrant et al. 2012). Nous nous sommes int�ress�s au r�le des 

arginines en comparant lÕinternalisation des conjugu�s (R/W)9 avec celle de conjugu�s 

(K/W)9, comportant des lysines � la place des arginines. LÕ�tude des m�canismes impliqu�s 

dans lÕinternalisation cellulaire de ces conjugu�s nous a conduit �galement � nous int�resser � 

une strat�gie dÕinternalisation photochimique pour augmenter la quantit� de conjugu� 

accessible dans le cytoplasme. Nous avons �tudi� lÕefficacit� de la t�tram�thylrhodamine 

(TAMRA) comme agent photosensibilisateur, dans le but de d�velopper un conjugu� 

trifonctionnel constitu� du PNA pour lÕactivit� biologique, du CPP pour lÕinternalisation 

cellulaire, et dÕun groupement photosensible pour lÕadressage au cytoplasme. 
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Chapitre I : Inhibition de la traduction par des 
oligonucl�otides bloqueurs st�riques 

 

 

I. 1. Comparaison de diff�rentes modifications chimiques 

de bloqueurs st�riques in vitro et in cellulo 
 

Nous avons compar� lÕactivit� dÕinhibition de la traduction par les PNA � celle 

dÕautres bloqueurs st�riques, les LNA et les PMO. Tout comme les PNA, ces mol�cules ne 

recrutent pas la RNase H et agissent par blocage st�rique.  

Les LNA sont des mol�cules analogues de lÕARN qui poss�dent un pont m�thyl�ne 

connectant lÕoxyg�ne 2Õ du ribose avec le carbone 4Õ (Figure 30). Ce pont r�duit la flexibilit� 

conformationelle du sucre et augmente la pr�-organisation locale du squelette. Les LNA sont 

les oligonucl�otides les plus affins vis-�-vis de lÕARN, avec une Tm pouvant �tre augment�e 

jusquÕ� 9,6¡C par nucl�otide LNA. Du fait de leur tr�s forte affinit� pour les acides 

nucl�iques, les oligonucl�otides LNA poss�dent g�n�ralement une unit� LNA sur deux, les 

autres nucl�otides �tant de chimie phosphodiester classique. Ces mol�cules sont charg�es 

n�gativement, ce qui permet de les d�livrer dans les cellules selon un protocole standard de 

transfection utilisant les lipides cationiques.  

Les PMO sont des analogues non ioniques de lÕADN, dans lesquels les riboses ont �t� 

remplac�s par des cycles morpholines, li�s entre eux par des groupements 

phosphorodiamidates au lieu de groupements phosphates (Figure 30). Leur affinit� vis-�-vis 

des ARN est similaire � celle dÕun oligonucl�otide ADN de m�me s�quence, et donc 

inf�rieure � celle de la plupart des autres oligonucl�otides modifi�s de troisi�me g�n�ration. 

CÕest pourquoi les PMO sont g�n�ralement commercialis�s avec une taille minimale de 25 

bases. 
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Figure 30 : Structure chimique des PMO, LNA et PNA. 

 

 

1. 1. Syst�me dÕ�tude : la s�quence Polypurine Tract (PPT) de 
lÕint�grase du VIH 
 
 

La s�quence polypurine Tract (PPT) est une s�quence polypurique A4GA4G6A 

conserv�e dans toutes les souches du VIH-1 et pr�sente dans la r�gion codante des transcrits 

des g�nes nef et int�grase du VIH-1 (Figure 31). Cette s�quence riche en G est tr�s structur�e 

in vitro, principalement par la formation de structures secondaires de quadruplexes de 

guanines (Boutimah-Hamoudi et al. 2007).  

 

!

Figure 31 : Repr�sentation sch�matique de lÕARNm de lÕint�grase de HIV-1 et position de la s�quence 

PPT.  

La s�quence PPT est situ�e en position 571 de lÕARNm de lÕint�grase (environ 900 nucl�otides au total). La 
traduction compl�te g�n�re une prot�ine de 32 kDa, tandis que la prot�ine tronqu�e au niveau de la s�quence 
PPT a un poids mol�culaire de 18 kDa. 
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1. 2. Activit� biologique dÕoligonucl�otides dirig�s contre la 
s�quence PPT 
 

a) Inhibition de lÕ�longation de la traduction in vitro 
 

Le PNA AS1 (ou 13mer-I, de s�quence C4T4CT4) et le PNA AS2 (ou 13mer-II, de 

s�quence TC6T4CT) sont des PNA polypyrimidiques dirig�s contre la s�quence PPT. Il a �t� 

montr� que ces deux PNA 13-mer riches en thymines sont capables dÕenvahir lÕARN PPT 

structur� et dÕinhiber lÕ�longation de la traduction de lÕint�grase in vitro (Boutimah-Hamoudi 

et al. 2007). Cet arr�t de la traduction entraine une inhibition de la synth�se de lÕint�grase 

enti�re (32 kDa) en faveur de la production dÕune prot�ine tronqu�e de 18 kDa (Figure 32). 

 

!

Figure 32 : Inhibition de lÕ�longation de la traduction de lÕint�grase in vitro par les PNA 13mer AS1 et 

AS2 (dÕapr�s Boutimah et al. 2007). 

LÕARNm de lÕint�grase est transcrit in vitro � partir dÕun plasmide exprimant lÕADNc de lÕint�grase � partir dÕun 
promoteur SP6. Ces transcrits sont ensuite traduits dans du lysat de r�ticulocytes de lapin en pr�sence de 
m�thionine 35S. Les prot�ines nouvellement synth�tis�es sont donc marqu�es radioactivement et peuvent �tre 
d�tect�es apr�s migration sur gel SDS PAGE et autoradiographie. La fixation des PNA sur la s�quence PPT de 
lÕint�grase entraine un arr�t de lÕ�longation de la traduction de la prot�ine enti�re (p32) de 32 kDa et g�n�re une 
prot�ine tronqu�e (p18) de 18 kDa.  

!

Nous avons compar� les activit�s in vitro dÕun LNA, dÕun PMO et dÕun PNA 

isos�quentiels 18-mer dirig�s contre la s�quence PPT et dont la s�quence 

(TCCCCCCTTTTCTTTTAA) englobe celle des PNA 13-mer. Les s�quences des 

oligonucl�otides 13-mer et 18-mer sont indiqu�es dans le Tableau 2. 
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Nom S�quence (5Õ vers 3Õ) Taille (bases) 

AS1 CCCCTTTTCTTTT 13 

AS2 TCCCCCCTTTTCT 13 

PNA/PMO/LNA18 TCCCCCCTTTTCTTTTAA 18 
 

Tableau 2 : S�quences des oligonucl�otides 13-mer et 18-mer dirig�s contre la s�quence PPT. 

 

Des exp�riences de traduction in vitro ont �t� r�alis�es � partir des transcrits de 

lÕint�grase, en pr�sence du PNA et du LNA 18-mer, et des PNA 13-mer AS1 et AS2, dont 

lÕefficacit� a d�j� �t� d�montr�e (Boutimah-Hamoudi et al. 2007) (Figure 33). Ces 

exp�riences consistent tout dÕabord en une �tape de transcription in vitro, � partir dÕun 

plasmide exprimant le g�ne de lÕint�grase (pRP159-IN) en aval dÕun promoteur SP6 de phage. 

Les transcrits sont ensuite purifi�s afin dÕ�liminer la polym�rase et les ribonucl�otides non 

incorpor�s. Ceci est suivi dÕune traduction in vitro de ces transcrits dans du lysat de 

r�ticulocyte de lapin en pr�sence dÕacides amin�s, de m�thionine 35S et de PNA AS1 ou AS2 

pendant 20 min � 37¡C. Le lysat de r�ticulocyte de lapin est un syst�me acellulaire de 

traduction contenant tous les facteurs n�cessaires pour la traduction (ribosomes, facteurs 

dÕinitiation, dÕ�longation et de terminaison, ARN de transfertÉ). Les prot�ines nouvellement 

synth�tis�es sont donc radiomarqu�es et sont d�tect�es apr�s migration sur gel SDS-PAGE et 

autoradiographie. 

Cette exp�rience a montr� que le PNA 18-mer est aussi efficace que le PNA 13-mer 

AS1 pour bloquer lÕ�longation de la traduction et g�n�rer la prot�ine tronqu�e (18 kDa) d�s 

0,3 %M (Figure 33). En revanche, le LNA 18-mer est inactif m�me � 5 %M. On peut supposer 

que les LNA se fixent sur leur cible mais quÕils sont dissoci�s lors du passage des ribosomes. 

De plus, la tr�s forte affinit� des LNA pourrait augmenter leur fixation sur des sites 

secondaires, non sp�cifiques.  

 

!
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Figure 33 : Inhibition de la traduction de lÕint�grase in vitro par les PNA 13-mer (AS1 et AS2), PNA-18 

mer (PNA18) et LNA 18-mer (LNA18).  

La traduction de lÕint�grase est r�alis�e in vitro dans le lysat de r�ticulocytes de lapin, en pr�sence des diff�rents 
oligonucl�otides aux concentrations indiqu�es. Les prot�ines n�osynth�tis�es en pr�sence de m�thionine 35S sont 
migr�es sur un gel SDS-PAGE 14%. La radioactivit� est r�v�l�e par autoradiographie. La prot�ine enti�re a un 
poids mol�culaire de 32 kDa, la prot�ine tronqu�e g�n�r�e par lÕarr�t de la machinerie ribosomale a un poids 
mol�culaire de 18 kDa.  

 

b) Inhibition de lÕinitiation de la traduction dans les cellules HeLa 
 

LÕefficacit� cellulaire des oligonucl�otides dirig�s contre la s�quence PPT pour inhiber 

lÕinitiation de la traduction peut �tre d�termin�e dans un syst�me cellulaire rapporteur dans 

lequel la s�quence PPT ou une s�quence PPT mut�e a �t� introduite en amont des g�nes 

lucif�rase (luc) de Photinus pyralis et gfp, respectivement (Figure 34). Ces g�nes rapporteurs 

sont exprim�s � partir dÕun promoteur CMV bidirectionnel inductible � la doxycycline. Les 

cellules HeLa 1002 ont int�gr� stablement cette construction et permettent dÕ�tudier lÕactivit� 

biologique des PNA dirig�s contre la s�quence PPT par mesure de lÕactivit� lucif�rase.  

 

!

Figure 34 : Construction int�gr�e stablement dans les cellules HeLa 1002 
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La s�quence PPT ou PPT mut�e est situ�e entre le promoteur et le codon dÕinitiation 

du g�ne rapporteur correspondant, cÕest-�-dire dans le 5ÕUTR de lÕARNm. Par cons�quent, la 

fixation dÕun PNA sur cette s�quence PPT ou PPT mut�e entrera en comp�tition avec la  

fixation des ribosomes ou dÕautres facteurs n�cessaires � lÕinitiation de la traduction sur 

lÕARNm et provoquera lÕinhibition de lÕexpression du g�ne rapporteur. La s�quence PPT 

mut�e comporte quatre mutations par rapport � la s�quence sauvage (Figure 34), g�n�rant 

trois m�sappariements avec le PNA AS1 et quatre avec le PNA AS2 (Figure 35). Ainsi, une 

activit� efficace et sp�cifique des PNA sera caract�ris�e par une hybridation des PNA 

uniquement sur la s�quence PPT sauvage et donc par une inhibition de lÕexpression de la 

lucif�rase, sans inhibition de lÕexpression de la GFP.  

 

!

Figure 35 : Fixation des PNA AS1 et AS2 sur la s�quence PPT mut�e contenue dans la construction des 

cellules HeLa 1002.  

La fixation du PNA AS1 est affect�e par la pr�sence de 3 m�sappariements avec la s�quence PPT mut�e, tandis 
que la fixation du PNA AS2 est affect�e par 4 m�sappariements.  

 

En lÕabsence de transporteur, les PNA ne sont pas internalis�s dans les cellules. Pour 

sÕaffranchir de ce probl�me, les PNA ont �t� introduits directement dans les cellules par 

perm�abilisation de la membrane par la SLO. Pour cela, les cellules ont �t� incub�es en 

pr�sence de PNA et de SLO pendant 15 min, puis du milieu frais est ajout�e pour lÕobturation 

des pores. LÕexpression des g�nes rapporteur est induite par ajout de milieu contenant de la 

doxycycline et les cellules sont cultiv�es pendant 24h ou 43h suppl�mentaires. LÕactivit� 

lucif�rase, la GFP et la quantit� de prot�ines totales sont ensuite mesur�es � partir des lysats 

cellulaires. LÕactivit� lucif�rase et lÕexpression de la GFP sont normalis�es par rapport � la 

quantit� de prot�ines, qui refl�te le nombre de cellules dans chaque puits. LÕactivit� lucif�rase 

(RLU/µg de prot�ines) et lÕexpression de la GFP (GFP/µg de prot�ines) sont exprim�es en 

pourcentage par rapport aux valeurs obtenues pour les cellules non trait�es (cellules 

perm�abilis�es par la SLO en absence de PNA). La Figure 36 repr�sente les r�sultats obtenus 
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par Boutimah et al. apr�s transfection des cellules par le PNA AS1, AS2, ou un PNA contr�le, 

dit scramble. Une inhibition dose-d�pendante de lÕactivit� lucif�rase est observ�e pour les 

PNA AS1 et AS2, avec jusquÕ� 70% dÕinhibition � 1 µM. Le PNA contr�le de s�quence 

nÕinhibe pas lÕactivit� lucif�rase. LÕexpression de la GFP nÕest pas affect�e en pr�sence des 

PNA, t�moignant de la sp�cificit� de leur activit�.  

 

 

 

Figure 36 : Activit� lucif�rase et expression de la GFP dans les cellules HeLa perm�abilis�es.  

Apr�s perm�abilisation par la SLO en pr�sence de PNA AS1 (13mer-I), AS2 (13mer-II) ou dÕun PNA scramble 
(13mer-scr), aux concentrations indiqu�es, les cellules sont lys�es et lÕactivit� lucif�rase (en haut) et la 
fluorescence de la GFP (en bas) sont mesur�es (dÕapr�s Boutimah et al. 2007). 

 

Les oligonucl�otides PMO, LNA et PNA 18-mer ont �t� test�s � 1 µM dans les 

cellules HeLa 1002 perm�abilis�es � la SLO (Figure 37) et aucune activit� intracellulaire nÕa 

�t� observ�e avec ces oligonucl�otides, en comparaison aux PNA AS1 et AS2 et � un PNA 

scramble contr�le 13-mer scr2 (TTTTCCTCTCCCT). 
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Figure 37 : Inhibition de la traduction par les PNA 13-mer (AS1, AS2 et scr2), PNA-18 mer (PNA18), 

LNA 18-mer (LNA18) et PMO 18-mer (PMO18).  

Les cellules HeLa 1002 ont �t� perm�abilis�es par la SLO en pr�sence des diff�rents oligonucl�otides � 1 µM. 
LÕactivit� lucif�rase est r�v�l�e 24 heures apr�s induction de lÕexpression par la doxycycline et les r�sultats sont 
exprim�s en % dÕactivit� lucif�rase/µg de prot�ines, par rapport aux valeurs obtenues pour les cellules non 
trait�es. 

 

 

1. 3. Etudes des complexes form�s in vitro avec lÕARN 
compl�mentaire 
 

Des exp�riences de gel retard (EMSA) et de d�naturation thermique ont permis de 

caract�riser les complexes form�s in vitro par les PNA 13-mer sur lÕARN cible. Il a ainsi �t� 

montr� que le PNA AS1, plus riche en T, forme une structure de type triplexe partiel alors que 

le PNA AS2, plus riche en C, se comporte diff�remment en ce qui concerne lÕabsence 

dÕhyst�r�sis dans les exp�riences de d�naturation thermique (Boutimah-Hamoudi et al. 2007). 

N�anmoins, le PNA AS2 est capable dÕinhiber lÕ�longation de la traduction in vitro avec une 

efficacit� l�g�rement sup�rieure � celle de lÕAS1 (IC50 = 0,2 µM contre 0,3 µM pour lÕAS1). 

Pour tenter dÕexpliquer la diff�rence dÕefficacit� entre les PNA, LNA et PMO 18-mer, 

des exp�riences de retard sur gel avec lÕARN compl�mentaire 19-mer (s�quence 

UUAAAAGAAAAGGGGGGAU) radiomarqu� ont �t� r�alis�es (Figures 38-40). Nous avons 

tout dÕabord �tudi� la fixation des PNA 13-mer AS1 et AS2 sur lÕARN PPT WT pour �valuer 

leur capacit� � envahir la s�quence PPT, cible tr�s structur�e, par retards de migration sur gel 

de polyacrylamide (EMSA). LÕARN cible PPT WT19 mer radiomarqu� au 32P en 5Õ est 

incub� en pr�sence de concentrations croissantes en PNA, et d�pos� sur gel natif de 
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polyacrylamide. La Figure 38 montre que lÕARN 19-mer seul (gel de gauche, point 0) migre 

sous deux formes : ARN d�pli� (bande ayant le plus migr�) et ARN structur� (bandes 

majoritaires ayant le moins migr�). Ces structures de lÕARN sont dues aux six guanines 

contigu�s de la s�quence et il a �t� montr� que de telles s�quences sont impliqu�es dans la 

formation de quadruplexes de guanines, intramol�culaires et intermol�culaires (Lyonnais et al. 

2002; Lyonnais et al. 2003). En effet, quand on interrompt cette s�quence de six guanines en 

introduisant deux ad�nines (ARN mut, s�quence AUAAAAGAAAAAGGAGGAU), lÕARN 

migre au m�me niveau que lÕARN wt d�pli� (Figure 38, 0 et 0mut). A faibles concentrations 

(< 25 nM), les PNA AS1 et AS2 forment avec la cible ARN wt des complexes (complexes 1) 

qui migrent plus lentement que lÕARN structur�, alors quÕ� des concentrations plus fortes, un 

complexe migrant plus rapidement que lÕARN devient pr�dominant (complexe 2 ou complexe 

3). Une hypoth�se pour ces complexes est que C1 correspond � la fixation des PNA sur la 

partie de lÕARN riche en A, qui nÕest pas structur�e. Les complexes 2 et 3 correspondraient � 

lÕinvasion de la structure riche en G par les PNA (complexe ÔouvertÕ), ces derniers formant 

avec lÕARN un duplexe (complexe 2) ou un triplexe (complexe 3) (Figure 40). Les complexes 

form�s entre le PNA AS1 et lÕARN mut� migrent au m�me niveau que les complexes 2 et 3 

(Figure 38). Le PNA AS2, qui peut former 6 paires GC avec lÕARN non mut� ouvre la 

structure l�g�rement plus efficacement que le PNA AS1, qui ne peut former que 4 paires GC 

(Figure 16 et (Boutimah-Hamoudi et al. 2007)).  

!

Figure 38 : Retards de migration sur gel de polyacrylamide des complexes form�s entre lÕARN 19-mer et 

les PNA AS1 et AS2 (dÕapr�s Boutimah et al. 2007).  

Les complexes form�s en tampon Tris 50 mM entre lÕARN mut� (ARN mut) ou non mut� (ARN wt) (2 nM) et 
des concentrations croissantes de PNA AS1 (gel de gauche) ou AS2 (gel de droite) sont migr�s sur gel de 
polyacrylamide 15%. C1 = complexes 1 ; C2 = complexe 2 ; C3 = complexe 3 ; ARN s = ARN structur� ; ARN 
d = ARN d�pli� 



! L<;1@-6-;!

45673-.8!+!9!+,53B3-3/,!08!@6!-.6012-3/,!76.!08;!/@3=/,12@</-308;!B@/A181.;!;-<.3A18;!

!""'!

La Figure 39 repr�sente les m�mes exp�riences avec les oligonucl�otides 18-mer. Le 

PNA 18-mer forme beaucoup de complexes 1 mais peu de complexes 2 et 3 et ne parvient 

donc pas � d�structurer lÕARN aussi bien que les PNA 13-mer, dans la m�me gamme de 

concentrations �tudi�e. Le LNA et le PMO 18-mer entrent en comp�tition avec la formation 

de structures dÕARN, comme lÕatteste la disparition totale de lÕARN libre au profit du 

complexe 2 � une concentration de 100 nM en LNA et de 800 nM en PMO. En revanche, 

aucun complexe 3 nÕest d�tect� pour ces deux oligonucl�otides.  

!

Figure 39 : Retard de migration sur gel dÕacrylamide 15% des complexes form�s entre lÕARN sauvage 19 

mer radiomarqu� (2 nM) et le PNA18, le LNA 18 ou le PMO 18.  

C1 = complexes 1 ; C2 = complexe 2 ; C3 = complexe 3 

!
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Figure 40 : Repr�sentation sch�matique des ARN PPT WT (ARN WT) et mut� (ARN mut) et des 

complexes form�s avec le PNA AS1.  

LÕencadr� rouge sur lÕARN WT correspond aux six guanines contigues, engag�es dans des interactions entre 
guanines formant des quadruplexes de guanines en intra ou en intermol�culaire. Le PNA AS1 est repr�sent� en 
violet. Les complexes C1 correspondent � la fixation du PNA sur lÕARN structur�. Les complexes C2 et C3 
correspondent respectivement � la fixation du PNA en duplexe ou en triplexe sur lÕARN d�pli�. Dans les 
complexes C3, les liaisons Watson-Crick sont repr�sent�es par les traits noirs et les liaisons Hoogsteen sont 
repr�sent�es par les traits oranges. 

!

!

Oligonucl�otide Pr�sence de C1 
Concentration en oligonucl�otide 

pour 100% de C2 
Pr�sence de C3 

PNA AS1 oui nd oui 

PNA AS2 oui 25 nM ? 

PNA 18 oui nd oui 

LNA 18 non 100 nM non 

PMO 18 non 400-800 nM non 

 

Tableau 3 : R�capitulatif des r�sultats repr�sent�s sur les Figures 38 et 39.  

nd = non d�termin�e dans la gamme de concentration �tudi�e 

!
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LÕIC50 correspond � la concentration en PNA requise pour obtenir 50% dÕARN 

complex�. Cette valeur ne peut �tre d�termin�e pr�cis�ment pour les complexes form�s avec 

lÕARN structur�, du fait de la multiplicit� des complexes de mobilit� r�duite. Cependant, les  

IC50 peuvent �tre �valu�es � partir de lÕARN wt d�natur� par chauffage 5 min � 90¡C (Figure 

41). Aussi bien pour lÕAS1 que pour lÕAS2, les complexes se forment d�s les plus faibles 

concentrations en PNA. 6 nM de PNA AS1 sont requis pour complexer tout lÕARN alors quÕ� 

3 nM de PNA AS2 il nÕy a d�j� plus dÕARN libre. Ces gels confirment la formation dÕun 

triplexe (2 PNA pour 1 ARN) pour le PNA AS1, qui correspond � la bande de migration la 

plus retard�e et qui apparait d�s 12 nM. La bande correspondant au triplexe nÕapparait quÕen 

pr�sence dÕun large exc�s de PNA (100 nM) pour lÕAS2 (qui contient moins de thymines 

contigu�s que lÕAS1). Les gels retard correspondant au PNA 18-mer et au LNA 18-mer 

montrent que le PNA peut former un triplexe � de fortes concentrations (comparable au PNA 

AS2), alors que le LNA 18-mer ne peut former quÕun duplexe, m�me � de tr�s fortes 

concentrations (jusquÕ� 800 nM). Les duplexes et triplexes observ�s dans ces exp�riences 

correspondent probablement respectivement aux complexes C2 et C3 observ�s dans les 

Figures 38 et 39. 

 

Figure 41 : Retards de migration sur gel de polyacrylamide 15%, des complexes form�s entre lÕARN 19 

mer radiomarqu� (2 nM), d�natur� par pr�chauffage 10 min � 90¡C, et des quantit�s croissantes de PNA 

AS1k (gauche) et AS2k (droite), en tampon Tris 50 mM.  

ARN d = ARN d�pli� ; T = Triplexe ; D = Duplexe 
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1. 4. Conclusions 
!

Parmi les trois types de modifications chimiques test�es pour inhiber lÕ�longation de la 

traduction in vitro apr�s fixation sur la s�quence PPT du transcrit, seuls les PNA sont 

efficaces. Bien que capables de d�structurer lÕARN et de sÕy hybrider in vitro, le LNA et le 

PMO 18-mer ne parviennent pas � inhiber lÕ�longation de la traduction de lÕint�grase dans le 

lysat de r�ticulocyte. La capacit� � envahir la structure PPT nÕest donc pas un �l�ment de 

criblage suffisant pour s�lectionner des bloqueurs st�riques efficaces de lÕ�longation de la 

traduction. De plus, la tr�s forte affinit� des LNA pour lÕARN ne suffit pas � g�n�rer des 

complexes capables de stopper la machinerie ribosomale en cours dÕ�longation. 

Les PNA sont uniques pour former des structures de type triplexe partiel avec leurs 

cibles ARN polypuriques, ces structures nÕayant pas �t� observ�es en gels retard avec le LNA 

et le PMO 18-mer. La formation de ces triplexes semble donc �tre n�cessaire pour lÕinhibition 

de lÕ�longation de la traduction par un bloqueur st�rique.  

Le PNA 18-mer ciblant la s�quence PPT est aussi efficace que les PNA 13-mer pour 

inhiber lÕ�longation de la traduction dans du lysat de r�ticulocytes, mais nÕinhibe pas 

lÕinitiation dans les cellules HeLa 1002 perm�abilis�es. Il nÕexiste donc pas de corr�lation 

directe entre les activit�s in vitro et in cellulo. Les oligonucl�otides LNA et PMO de m�me 

s�quence sont eux aussi inactifs dans ce syst�me pour inhiber lÕinitiation de la traduction. 

 

I. 2.  Inhibition de lÕ�longation de la traduction in cellulo 
 

LÕ�tude de Lecosnier et al. est la seule qui rapporte lÕefficacit� in cellulo dÕun PNA 

dirig� contre la s�quence codante dÕun transcrit (Lecosnier et al. 2011). Dans cette �tude, la 

mise en �vidence dÕune inhibition dÕIGF1R-" sans diminution du niveau de lÕARNm a permis 

dÕidentifier un m�canisme de r�pression par blocage st�rique et dÕexclure lÕimplication dÕun 

m�canisme de d�gradation du transcrit ou de modulation de lÕ�pissage ou de la transcription. 

Diff�rents m�canismes pourraient �tre � lÕorigine de ce blocage st�rique de la traduction 

dÕIGF1R-". Par exemple, lÕaccumulation de ribosomes stopp�s au site de fixation du PNA sur 

le transcrit pourrait conduire indirectement � lÕinhibition de lÕinitiation de la traduction. Une 

autre possibilit� � envisager est la relocalisation du transcrit li� au PNA dans un compartiment 
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subcellulaire r�presseur de la traduction. La mise en �vidence la plus directe dÕun m�canisme 

dÕinhibition de lÕ�longation de la traduction par un PNA serait la d�tection de la prot�ine 

tronqu�e associ�e � ce blocage st�rique. 

Les �tudes r�alis�es par Lecosnier pour la recherche de lÕexpression dÕune prot�ine 

tronqu�e r�sultant dÕun arr�t de lÕ�longation de la traduction de lÕIGF1R par le PNA 959 

nÕont pas permis de mettre en �vidence la production dÕune telle prot�ine tronqu�e dans les 

cellules. Ceci pourrait sÕexpliquer par une faible abondance de cette prot�ine exprim�e � partir 

de lÕIGF1R endog�ne, ou par une stabilit� insuffisante, impliquant par exemple une 

d�gradation par le prot�asome. Un syst�me dÕexpression plasmidique � partir dÕun promoteur 

eucaryote fort permettrait th�oriquement dÕobtenir des taux de prot�ines plus importants et de 

faciliter la d�tection dÕune prot�ine tronqu�e. 

Nous avons �tudi� lÕefficacit� des PNA dirig�s contre la s�quence PPT pour inhiber 

lÕ�longation de la traduction de lÕint�grase in cellulo apr�s transfection dÕun plasmide codant 

cette prot�ine � partir dÕun promoteur fort. Cette �tude est limit�e par lÕinstabilit� intrins�que 

de lÕint�grase en absence de la prot�ine virale r�gulatrice Rev. Cette instabilit� r�sulte 

notamment de la pr�sence dÕ�l�ments dÕinstabilit� et dÕ�l�ments r�presseurs agissant en cis de 

mani�re d�pendante de Rev, dans les 5Õ et 3Õ UTR ainsi que dans la s�quence codante du 

transcrit (Cherepanov et al. 2000). LÕ�quipe de Cherepanov a obtenu de bons niveaux 

dÕexpression de lÕint�grase dans plusieurs lign�es cellulaires humaines ind�pendamment de 

Rev, en construisant une int�grase synth�tique dont le contenu du g�ne a �t� enrichi en GC 

(59% de GC contre 40% dans le g�ne sauvage), de mani�re � se rapprocher du contenu en GC 

des g�nes humains fortement exprim�s (autour de 60%). Cet enrichissement en GC a �t� 

r�alis� en prenant avantage de la redondance du code g�n�tique afin que le contenu en acides 

amin�s ne soit pas modifi�, permettant la production de lÕint�grase fonctionnelle (Cherepanov 

et al. 2000). En revanche, la structure du transcrit qui en r�sulte est modifi�e. DÕautres 

param�tres ont �t� ajust�s pour lÕoptimisation de ce g�ne synth�tique de lÕint�grase : 

- les sites potentiels dÕ�pissage ont �t� supprim�s 

- le nombre de sites CpG m�thylables a �t� r�duit 

- des 5Õ et 3Õ UTR dÕun ARNm stable de mammif�res (celui de la "-globine) ont �t� 

introduits 

- un peptide Met-Gly a �t� ajout� en 5Õ pour augmenter lÕefficacit� dÕinitiation de la 

traduction 
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De bons niveaux dÕexpression de lÕint�grase peuvent donc �tre atteints avec cette int�grase 

synth�tique et pourraient permettre dÕ�tudier lÕefficacit� des deux PNA 13-mer � inhiber 

lÕ�longation de la traduction dans les cellules humaines. Cependant, ces mutations dans le 

g�ne de lÕint�grase synth�tique ont �galement modifi� la s�quence PPT contre laquelle sont 

dirig�s les PNA. Il est donc pr�alablement n�cessaire de r�tablir cette s�quence PPT sauvage 

pour conserver une compl�mentarit� parfaite des PNA avec leur cible. Une approche par 

mutagen�se dirig�e a �t� initi�e par Lecosnier durant sa th�se, permettant de restaurer quatre 

des cinq paires de bases mut�es dans la s�quence PPT synth�tique (Figure 42, bases en rouge). 

Il restait encore une base � muter pour r�tablir la s�quence PPT sauvage au sein du g�ne 

synth�tique de lÕint�grase. Il sÕagit dÕune cytosine qui doit �tre remplac�e par une guanine (en 

bleu sur la Figure 42). La m�me approche de mutag�n�se dirig�e utilis�e par Lecosnier a �t� 

utilis�e. Cette approche de mutag�n�se repose sur lÕutilisation de primers contenant la 

mutation � introduire et permettant la synth�se de lÕADN mut� par PCR. LÕint�gralit� de la 

s�quence PPT sauvage a ainsi pu �tre restaur�e dans le plasmide dÕexpression pmRFP-IN, 

exprimant lÕint�grase en fusion avec la RFP (Red Fluorescent Protein). Le g�ne synth�tique 

de lÕint�grase comportant la s�quence PPT sauvage restaur�e a ensuite �t� clon� dans le 

vecteur pVax (pVax-INsyn) qui comporte un promoteur eucaryote CMV et un promoteur T7 

de bact�riophage, permettant � la fois dÕexprimer lÕint�grase dans les cellules eucaryotes et 

par traduction in vitro. Ce vecteur comporte de plus une �tiquette Flag en amont de lÕinsert 

permettant une d�tection facilit�e de la prot�ine. 

 

!

Figure 42 : S�quences PPT sauvage et synth�tique.  

La s�quence PPT issue du g�ne synth�tique de lÕint�grase comporte cinq mutations (indiqu�es en couleur) par 
rapport � la s�quence PPT sauvage. Les mutations indiqu�es en rouge ont d�j� �t� restaur�es.  

 

Nous avons tout dÕabord souhait� v�rifier que cette int�grase synth�tique avec la 

s�quence PPT sauvage sÕexprime bien dans les cellules humaines transfect�es par le plasmide 

pVax-INsyn. Pour cela, des cellules DU145 (cellules humaines de cancer prostatique) ont �t� 
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transfect�es par �lectroporation avec diff�rentes quantit�s de ce plasmide et lÕexpression de 

lÕint�grase a �t� �tudi�e par western blot avec un anticorps dirig� contre lÕ�tiquette Flag. La 

Figure 43 montre quÕune prot�ine dont la taille correspond � celle de lÕint�grase (30 kDa) est 

exprim�e dans les cellules transfect�es avec le plasmide, avec un taux dÕexpression croissant 

avec la quantit� de plasmide transfect�e.  

 

!

Figure 43 : Expression de lÕint�grase synth�tique dans les cellules humaines DU145 transfect�es avec le 

plasmide pVax-INsyn.  

Les cellules sont transfect�es par �lectroporation avec les quantit�s indiqu�es du plasmide pVax-INsyn et 
cultiv�es pendant 48 heures suppl�mentaires. Les lysats cellulaires (40 µg) sont ensuite analys�s par western blot, 
la membrane �tant r�v�l�e avec un anticorps anti-Flag. 

 

Avant dÕ�tudier lÕeffet de la co-transfection du plasmide pVax-INsyn et des PNA 

dirig�s contre la s�quence PPT sur lÕexpression de lÕint�grase dans les cellules humaines, 

nous avons voulu nous assurer que lÕ�longation de la traduction de lÕint�grase synth�tique 

peut toujours �tre inhib�e in vitro, dans du lysat de r�ticulocyte de lapin. Pour cela, nous 

avons utilis� le plasmide pVax-INsyn lin�aris� en 3Õ du g�ne de lÕint�grase pour exprimer le 

transcrit de lÕint�grase synth�tique � partir du promoteur T7 par transcription in vitro. Ceci est 

suivi dÕune traduction in vitro de ces transcrits. La Figure 44 pr�sente les r�sultats obtenus 

apr�s transcription et traduction in vitro � partir du plasmide pVax-INsyn. Dans un premier 

temps, 3 µL de transcrits ont �t� traduits en pr�sence du PNA AS2 � 0,5 et 1 µM (Figure 44A). 

Aucune inhibition de la traduction de lÕint�grase nÕest observ�e dans ces conditions. Ce 

r�sultat est �tonnant, compte-tenu des r�sultats obtenus dans ces m�me conditions pour 

lÕint�grase sauvage exprim�e � partir du plasmide pRP159-IN (voir Mat�riel et M�thodes) 

(Figure 32). Afin dÕaugmenter le ratio PNA:ARN, lÕexp�rience a �t� reproduite avec trois fois 

moins de transcrits (Figure 44B) et avec une concentration en PNA AS2 plus �lev�e (2 µM). 
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Une l�g�re inhibition est obtenue � forte concentration, mais aucune prot�ine tronqu�e nÕest 

d�t�ct�e, t�moignant dÕune efficacit� beaucoup plus faible que sur lÕint�grase sauvage. 

LÕefficacit� du PNA AS1 a �galement �t� �valu�e dans ces conditions, et ce PNA montre une 

efficacit� l�g�rement sup�rieure � celle de lÕAS2 pour inhiber la prot�ine enti�re, mais bien 

inf�rieure � celle sur lÕint�grase sauvage. De plus, une tr�s faible quantit� de prot�ine 

tronqu�e est observ�e. La Figure 44C montre que la d�naturation des ARN par chauffage 5 

min � 60¡C avant la traduction nÕaugmente pas lÕefficacit� du PNA AS1. 

 

 

!

Figure 44 : Traductions in vitro de lÕint�grase synth�tique dans du lysat de r�ticulocyte de lapin, en 

pr�sence ou en absence des PNA AS1 et AS2.  

Les transcrits de lÕint�grase synth�tique sont exprim�s � partir du plasmide pVax-INsyn par transcription in vitro 
� partir du promoteur T7. Diff�rents volumes de transcrits (1 ou 3 L) sont utilis�s pour la traduction dans du lysat 
de r�ticulocyte de lapin en pr�sence de m�thionine 35S et en pr�sence ou en absence des PNA AS1 et AS2 aux 
concentrations indiqu�es en haut des puits (en µM).  

 

Nous avons donc d�cid� de poursuivre la recherche de prot�ine tronqu�e sur le 

syst�me IGF1R, � partir dÕun plasmide pMyc-IGF1R, contenant lÕADNc de lÕIGF1R taggu� 

avec un �pitope Myc et ins�r� en aval dÕun promoteur fort CMV. Ce plasmide nous a �t� 

fournit par le Dr McCaulay (Riedemann et al. 2007). La prot�ine exprim�e � partir de ce 

plasmide sera donc tagu�e sur la sous-unit� ! de lÕIGF1R. Des exp�riences de co-transfection 

des cellules DU145 avec ce plasmide et le PNA 959 suivies de la migration des prot�ines sur 
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gel de polyacrylamide natif et dÕun western blot avec un anticorps anti-Myc sont en cours et 

pourraient permettre de d�tecter lÕ�ventuelle production dÕune prot�ine tronqu�e.  

I. 3. Optimisation du PNA anti-IGF1R 
 

3.1. Le PNA 959 et ses variants de taille  
 

La taille des PNA pour une efficacit� maximale est � d�terminer pour lÕoptimisation 

de leur activit� biologique dans chaque syst�me dÕ�tude consid�r�. Des PNA trop courts 

pourraient former des complexes de stabilit� trop faible pour stopper lÕ�longation de la 

traduction. A lÕinverse, lÕactivit� de PNA trop longs pourrait �tre p�nalis�e par une faible 

solubilit� et/ou lÕaugmentation des structures intramol�culaires limitant la fixation � la 

s�quence cible. Par exemple, une �tude montre quÕun PNA 17-mer est efficace pour inhiber 

lÕinitiation de la traduction de la lucif�rase en se fixant sur une s�quence IRES (Nulf & Corey 

2004). Dans ce cas, lÕutilisation de PNA plus longs, de 19 et 21 bases, conduit � des 

inhibitions plus faibles. De plus, lÕutilisation de PNA plus courts pourrait constituer un 

avantage en terme de p�n�tration cellulaire. Afin de d�terminer lÕinfluence de la taille des 

PNA sur lÕactivit� dÕinhibition de lÕ�longation de la traduction de lÕIGF1R, le PNA 959 17-

mer a �t� tronqu�, c�t� C-terminal (PNA N-16 � N-13) et c�t� N-terminal (PNA C-16 � C-11), 

de mani�re � g�n�rer 10 PNA variants de taille par rapport au PNA 959, dont les tailles 

varient de 11 � 16 bases (Tableau 4). 

Le PNA 959 inhibe lÕ�longation de la traduction de lÕIGF1R en formant une structure 

de type triplexe partiel (fixation de deux PNA sur un m�me ARN) avec son ARN cible. La 

formation de triplexes entre les PNA et lÕARN implique la formation de triplets T.AT ou 

C+.CG � pH compris entre 5 et 5,5. A pH neutre, seuls les PNA riches en thymines sont donc 

capables de former ce genre de structures. Cette �tude permettra de d�terminer lÕimplication 

des bases en C- et N-terminal dans la formation du complexe qui arr�te lÕ�longation de la 

traduction. LÕactivit� de ces PNA variants de taille a �t� �valu�e dans un premier temps par 

traduction in vitro, en �tudiant � la fois lÕinhibition de la traduction de la prot�ine enti�re, et la 

formation de la prot�ine tronqu�e. Les complexes form�s entre les diff�rents PNA et lÕARN 

compl�mentaire 959 (s�quence CAUAGAAAGAGAAAUAA) ont �t� caract�ris�s in vitro par 

gels retard et par des analyses spectroscopiques. Enfin, les activit�s biologiques in cellulo de 

ces PNA ont �t� �tudi�es par western blot apr�s �lectroporation dans les cellules DU145. 
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LÕefficacit� dÕinhibition de la traduction et la capacit� de ces PNA � former des triplexes 

partiels avec lÕARN ont �t� compar�es � celles du PNA 959 de r�f�rence.  

 

!

Tableau 4 : S�quence des PNA raccourcis en C-terminal (PNA N-16 � N-13) ou en N-terminal (PNA C-16 

� C-11) par rapport au PNA 959.  

Tous ces PNA comportent deux lysines en C-terminal, de mani�re � augmenter leur solubilit�. Le trait noir 
repr�sente la limite entre lÕexon 14 et lÕexon 15. 

 

3. 2. Activit� in vitro 
 

a) Caract�risation des complexes form�s entre les PNA et lÕARN  
 

Afin de caract�riser les complexes form�s entre les PNA � diff�rentes concentrations 

et lÕARN 959 17-mer (compl�mentaire du PNA 959) radiomarqu� en 5Õ, des exp�riences de 

retard de migration sur gel natif de polyacrylamide ont �t� r�alis�es. La Figure 45 repr�sente 

les r�sultats obtenus pour les diff�rents PNA. Le gel correspondant au PNA 959 montre la 

pr�sence de deux principales bandes retard�es par rapport � la migration de lÕARN seul (point 

0 nM en PNA). La premi�re bande retard�e (bande la plus basse) se forme d�s la plus faible 

concentration en PNA (4 nM) et correspond � un duplexe PNA:ARN. La seconde bande 

retard�e, migrant encore moins rapidement, peut correspondre � une structure de type triplexe, 

engageant deux mol�cules de PNA sur une m�me mol�cule dÕARN par des liaisons Watson-
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Crick et Hoogsteen. Cette bande appara�t � des concentrations plus �lev�es en PNA (� partir 

de 50 nM) et devient unique d�s 200 nM. A partir de cette concentration, tout lÕARN est 

complex� aux mol�cules de PNA sous forme de ce complexe, comme en atteste la disparition 

totale de la bande correspondant � la migration de lÕARN libre. Tous les PNA raccourcis en 

N-terminal (PNA C-16 � C-13, Figure 45A) ou en C-terminal (PNA N-16 � N-13, Figure 

45B) par rapport au PNA 959, forment ces deux types de complexes. La Figure 46 correspond 

� la m�me exp�rience, dans laquelle les complexes form�s entre lÕARN et PNA C-13 � C-16 

et N-13 � N-16 ont �t� d�pos�s sur le m�me gel, � 100 ou 300 nM en PNA. A 100 nM en 

PNA, les deux types de complexes peuvent g�n�ralement �tre observ�s, tandis quÕ� 300 nM 

seul les complexes de types triplexes sont pr�sents. Les bandes retard�es ne migrent pas � la 

m�me hauteur pour chacun des PNA, le raccourcissement dÕune base de PNA augmentant � 

chaque fois l�g�rement la vitesse de migration du complexe. On observe que tous les PNA 

forment des complexes en duplexe et en triplexe. Les complexes de haut poids mol�culaire 

form�s par les PNA N-13 et N-14 ne migrent pas sous la forme dÕune bande discr�te, ce qui 

signifie probablement que ces complexes sont dissoci�s pendant la migration. Pour le PNA C-

13, deux bandes distinctes de hauts poids mol�culaires sont oberv�es. Ces triplexes pourraient 

correspondre � des isom�res de structure, qui conf�rent aux triplexes des propri�t�s de 

migration diff�rentes (Hansen et al. 2001). 

 

 

 



! L<;1@-6-;!

45673-.8!+!9!+,53B3-3/,!08!@6!-.6012-3/,!76.!08;!/@3=/,12@</-308;!B@/A181.;!;-<.3A18;!

! "#(!

!

Figure 45 : Retards de migration sur gel de polyacrylamide 15% (EMSA) des PNA C-16 � C-13 (A) et N-

16 � N-13 (B).  

Les complexes entre 150 nM dÕARN 959 17-mer radiomarqu� en 5Õ et le PNA indiqu� aux concentrations 
indiqu�es dans chaque puits (de 4 � 500 nM) sont form�s pendant 10 min � 37¡C dans un tampon Tris 50 mM 
pH8 puis les �chantillons sont migr�s sur un gel natif de polyacrylamide 15%.  

 

!

Figure 46 : S�paration sur gel natif de polyacrylamide 15% (gel retard), des complexes form�s entre 

lÕARN 959 17-mer radiomarqu� et le PNA indiqu�, � 100 ou 300 nM.  

D = Duplexe ; T = Triplexe 
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A partir des gels pr�sent�s sur la Figure 45, des quantifications de lÕARN non 

complex� ont �t� r�alis�es, et repr�sent�es graphiquement en fonction de la concentration en 

PNA. Ces repr�sentations graphiques ont permis de d�terminer lÕIC50 correspondant � chaque 

PNA, qui est la concentration en PNA pour laquelle 50% de lÕARN est complex�. Le Tableau 

5 r�capitule les valeurs dÕIC50 ainsi obtenues. Ces valeurs sont du m�me ordre de grandeur, 

situ�es globalement entre 200 et 400 nM.  

 

PNA S�quence (N vers C) IC50 (nM) 

959 (17-mer) TTATTTCTCTTTCTATG 222,2 
N-16 TTATTTCTCTTTCTAT 138,9 
N-15 TTATTTCTCTTTCTA 245,6 
N-14 TTATTTCTCTTTCT 315,8 
N-13 TTATTTCTCTTTC 482,5 
C-13 TTCTCTTTCTATG 350,9 
C-14 TTTCTCTTTCTATG 418,2 
C-15 ATTTCTCTTTCTATG 309,1 
C-16 TATTTCTCTTTCTATG 386,0 

 

Tableau 5 : Valeurs des IC50 (nM) correspondants � la fixation des diff�rents PNA variants de taille du 

959 sur lÕARN 959 17-mer.  

Les valeurs des IC50 sont d�termin�es graphiquement � partir des exp�riences de gels retard, apr�s 
quantification de lÕARN non complex� en fonction de la concentration en PNA.  

 

 

LÕabsorbance des bases azot�es � 260 nm est plus importante quand celles-ci ne sont 

pas engag�es dans une liaison avec un brin compl�mentaire (ph�nom�ne dÕhyperchromisme 

des bases azot�es). La d�naturation et la renaturation thermique des acides nucl�iques peuvent 

donc �tre suivies par spectroscopie dÕabsorption, en mesurant leur absorbance � 260 nm en 

fonction de la temp�rature. Nous avons ainsi suivi la formation et la d�naturation des 

complexes form�s entre les diff�rents PNA et lÕARN 959 17-mer. LÕabsorbance � 260 nm a 

�t� corrig�e par soustraction de lÕabsorbance � 330 nm, longueur dÕonde � laquelle les 

absorbances sont faibles et ne varient pas en fonction de la temp�rature, permettant ainsi de 

corriger dÕ�ventuels art�facts. Dans le cas de simples duplexes, les courbes de d�naturation 

(chauffage) et renaturation (refroidissement) ont une forme sigmo�de et sont superpos�es. 

Leur transition correspond au passage entre la forme associ�e et la forme dissoci�e. La Tm 

(temp�rature de fusion, cÕest-�-dire temp�rature pour laquelle 50% des mol�cules sont 

complex�es) peut alors �tre d�termin�e graphiquement et permet dÕ�valuer la stabilit� des 

duplexes form�s. Le PNA 959 forme avec son ARN compl�mentaire des structures 
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complexes de type triplexes. Au cours des exp�riences de d�naturation/renaturation thermique, 

la cin�tique de formation et de d�naturation de ces complexes est incompatible avec le temps 

de mesure. LÕ�quilibre nÕest pas atteint, et un ph�nom�ne dÕhyst�r�sis est observ�, cÕest-�-dire 

une non superposition des courbes dÕassociation et de dissociation, qui refl�te en g�n�ral la 

formation de complexes trimol�culaires (Mergny & Lacroix 2003). La pr�sence dÕhyst�r�sis 

est donc une des caract�ristiques mettant en �vidence la formation de triplexes. La Figure 47 

repr�sente les r�sultats obtenus pour le PNA 959 et les diff�rents PNA raccourcis. On observe 

que les courbes correspondant � chacun de ces PNA pr�sentent un ph�nom�ne dÕhyst�r�sis 

comme le PNA 959, sugg�rant que ces PNA ont conserv� la capacit� � former des triplexes 

partiels stables avec lÕARN 959. Ces r�sultats sont en accord avec ceux obtenus au cours des 

exp�riences de gels retard. 

 

!

Figure 47 : Analyses spectroscopiques du PNA 959 et des PNA 13- et 14-mer.  

Les exp�riences sont r�alis�es dans un tampon contenant 100 mM de KCl et 10 mM de cacodylate de sodium � 
pH, en pr�sence de 1 µM dÕARN 17-mer et de 1 µM du PNA indiqu�. Ces graphiques repr�sentent lÕ�volution de 
lÕabsorbance � 260 nm corrig�e par lÕabsorbance � 330 nm, en fonction de la temp�rature. La vitesse de 
chauffage et de refroidissement est de 0,2¡/min. Les courbes de renaturation et de d�naturation sont trac�es pour 
chaque PNA. 
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b) Efficacit� pour arr�ter lÕ�longation de la traduction  
 

LÕefficacit� de ces complexes pour arr�ter lÕ�longation de la traduction a ensuite �t� 

d�termin�e par des exp�riences de traduction in vitro dans du lysat de r�ticulocytes de lapin, 

en pr�sence des diff�rents PNA. Pour cela, le plasmide pcDNA3-IGF1R, exprimant lÕIGF1R 

� partir dÕun promoteur de phage SP6 est utilis� comme matrice pour la transcription. Les 

transcrits de lÕIGF1R sont ensuite traduits dans le lysat de r�ticulocytes de lapin, en pr�sence 

de m�thionine 35S et du PNA � 37¡C. Dans les cellules humaines, lÕIGF1R est synth�tis� sous 

forme dÕun pr�curseur prot�ique constitu� dÕune seule cha�ne !" qui sera ensuite glycosyl�e 

par des prot�ines chaperonnes, et cliv�e par la furine (PACE, pour Paired basic Amino acid 

Cleaving Enzyme) (Khatib et al. 2001), g�n�rant une cha�ne ! de 135 kDa et une cha�ne " de 

90 kDa. Deux cha�nes ! et deux cha�nes " sÕassocient ensuite pour former lÕh�t�rot�tram�re 

mature. Dans le lysat de r�ticulocytes de lapin, les enzymes n�cessaires � la maturation post-

traductionnelle du pr�curseur ne sont pas pr�sentes. CÕest pourquoi une prot�ine unique de 

155 kDa correspondant au pr�curseur est produite. La prot�ine tronqu�e r�sultant de lÕarr�t de 

la traduction par le PNA 959 a une taille de 109 kDa (Lecosnier et al. 2011). LÕ�tape de 

traduction du pr�curseur de lÕIGF1R est suivie dÕune �tape dÕenrichissement par 

immunopr�cipitation (IP) avec lÕanticorps H60. Cet anticorps est dirig� contre la partie N-

terminale de la cha�ne " (Figure 47). La prot�ine tronqu�e g�n�r�e par lÕarr�t de la traduction 

en position 959 de lÕARNm conserve son domaine transmembranaire mais est d�pourvue de 

la partie C-terminale de la sous-unit� ". LÕanticorps H60 peut donc reconna�tre � la fois le 

pr�curseur entier (155 kDa) et le pr�curseur tronqu� (109 kDa).  

 

!

Figure 48 : Repr�sentation sch�matique de la fixation des anticorps (Ac) H60 et C20 sur lÕIGF1R.  

LÕanticorps H60 reconna�t la partie N-terminale de la sous-unit� ". LÕanticorps C20 reconna�t la partie C-
terminale de la sous-unit� ". 
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La Figure 49 repr�sente les r�sultats obtenus apr�s traduction in vitro et IP par 

lÕanticorps H60. La traduction en absence dÕoligonucl�otide (point 0) g�n�re une prot�ine 

majoritaire qui migre � 155 kDa, ainsi que deux prot�ines plus courtes. Ces prot�ines plus 

courtes pourraient correspondre � des peptides issus de la d�gradation de la prot�ine de 155 

kDa, ou � des prot�ines dont la synth�se a d�but� � partir de codons AUG plus en aval par 

rapport au premier AUG, ou encore � des arr�ts naturels de traduction � des sites de lÕARN 

fortement structur�s. La position pr�cise de la prot�ine tronqu�e est obtenue par la migration 

sur le m�me gel des prot�ines obtenues apr�s traduction en pr�sence du PO 959 (de m�me 

s�quence que le PNA 959) et de RNase H. Cet oligonucl�otide se fixe � la m�me position du 

transcrit que le PNA 959 et inhibe la traduction en recrutant la RNase H qui clive le transcrit 

et g�n�re une prot�ine tronqu�e dont la taille correspond au site de fixation de 

lÕoligonucl�otide sur le transcrit. En pr�sence du PO 959, la bande correspondant au 

pr�curseur entier de 155 kDa est inhib�e et une bande de migration plus rapide est enrichie, 

correspondant � la prot�ine tronqu�e de 109 kDa. En pr�sence du PNA 959, la synth�se du 

pr�curseur est inhib�e, au profit de la synth�se de la prot�ine tronqu�e, qui migre de mani�re 

identique � celle g�n�r�e par lÕoligonucl�otide contr�le PO 959. Il est int�ressant de 

remarquer que la migration de la prot�ine tronqu�e g�n�r�e par le PO et le PNA est identique 

� celle de la premi�re des deux bandes observ�es dans le t�moin sans oligonucl�otide (0). 

LÕhypoth�se dÕarr�ts pr�coces naturels de la traduction est donc privil�gi�e. On suppose 

quÕune structure pr�sente sur lÕARNm favorise un arr�t spontan� des ribosomes � cette 

position, et que cet arr�t est facilit� en pr�sence dÕun PNA � cette m�me position. La 

sp�cificit� de cette inhibition est d�termin�e par le PNA 17-mer contr�le C1, poss�dant la 

m�me composition en bases que le PNA 959 (s�quence scramble). Aucun enrichissement en 

prot�ine tronqu�e nÕest observ� avec ce PNA contr�le par rapport au t�moin (0) (Figure 49A, 

B et C). On remarque que les PNA C-16 � C-13 (Figure 48A) et N-16 � N-13 (Figure 49B) 

sont aussi efficaces que le PNA 959 pour induire la production de la prot�ine tronqu�e de 109 

kDa apr�s arr�t de lÕ�longation de la traduction in vitro.  

Ces r�sultats sont surprenants, surtout pour le PNA C-13, pour qui la perte de 4 

thymines en N-terminal nÕaffecte ni sa capacit� � former une structure stable de type triplexe, 

ni sa capacit� � stopper la machinerie ribosomale in vitro. Nous avons d�cid� dÕ�tudier 

�galement lÕactivit� dÕarr�t de lÕ�longation de la traduction des PNA C-12 et C-11, dans 

lesquels la guanine en C-terminal a �t� supprim�e et �galement une thymine en N-terminal 

pour le C-11, par rapport au PNA C-13 (Tableau 4). Les r�sultats obtenus en traduction in 
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vitro montrent que ces deux PNA conservent leur efficacit� pour arr�ter lÕ�longation de la 

traduction de lÕIGF1R dans le lysat de r�ticulocytes (Figure 49C). 

 

!

Figure 49 : Inhibition de la traduction in vitro et formation de la prot�ine tronqu�e, en pr�sence des 

diff�rents PNA variants de taille.  

Les transcrits de lÕIGF1R sont traduits dans du lysat de r�ticulocytes de lapin en pr�sence de m�thionine 35S et 
des PNA indiqu�s � 0,3 µM ou du PO 959 � 0,25 µM et dÕune unit� de RNase H. Une immunopr�cipitation est 
ensuite r�alis�e avec 3 µg dÕanticorps H60, dirig� contre la partie N-terminale de la cha�ne " dÕIGF1R. Les 
prot�ines sont ensuite s�par�es sur un gel SDS-PAGE et la r�v�lation des prot�ines synth�tis�es dans le lysat est 
r�alis�e par autoradiographie. La taille du pr�curseur IFG1R entier est de 155 kDa, celle de la prot�ine tronqu�e 
est de 109 kDa. A. PNA C-13 � C-16, raccourcis en N-terminal par rapport au PNA 959 ; B. PNA N-13 � N-16, 
raccourcis en C-terminal par rapport au PNA 959 ; C. PNA C-11 � C-13. Deux gels, correspondants � deux 
exp�riences ind�pendantes, sont pr�sent�s dans chaque cas. 

 

3. 3. Activit� in cellulo 
 

LÕactivit� des PNA courts (& 13-mer) a �galement �t� �valu�e dans les cellules 

humaines DU145. Pour cela, les cellules ont �t� transfect�es par �lectroporation Amaxa avec 

les PNA avant dÕanalyser lÕexpression de la cha�ne " dÕIGF1R par western blot.  

Notons que la s�quence cible du PNA 959 sur lÕARNm correspond � une partie de 

lÕexon 14 et � une partie de lÕexon 15. Ceci permet dÕexclure la possibilit� de la fixation du 

PNA sur lÕADN et le pr�-ARNm, dans lesquels les deux exons sont s�par�s dÕun intron. Ainsi, 
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le PNA 959 ne peut pas, en th�orie, inhiber lÕ�pissage ou la transcription de lÕIGF1R. En effet, 

il a �t� montr� que lÕARNm nÕest pas inhib� dans les cellules �lectropor�es avec le PNA 959, 

dans des conditions o� lÕexpression de la prot�ine est diminu�e (Lecosnier et al. 2011). 

LÕeffet biologique r�sulte donc bien dÕun blocage st�rique de la traduction, sans clivage de 

lÕARN. LÕanticorps utilis� pour la r�v�lation des western blot est lÕanticorps C20, qui 

reconna�t la partie C-terminale de la cha�ne " dÕIGF1R (Figure 48). Cette anticorps ne peut 

donc pas reconna�tre la prot�ine tronqu�e form�e par arr�t de lÕ�longation de la traduction par 

le PNA 959, car celle-ci est constitu�e de la cha�ne " d�pl�t�e de sa partie C-terminale. En 

revanche, une diminution de la reconnaissance de la sous-unit� " pourra �tre observ�e, soit en 

cons�quence de lÕinhibition de la traduction de la cha�ne enti�re au profit ou non de la 

formation de la prot�ine tronqu�e, soit r�sultant de lÕinhibition de lÕinitiation de la traduction. 

Quel que soit le m�canisme dÕinhibition impliqu�, lÕanalyse de lÕexpression de la sous-unit� " 

permet dÕ�valuer lÕactivit� antisens des PNA dans les cellules. La quantification du signal 

obtenu, normalis� par la quantit� de prot�ine d�pos�e (�valu�e par quantification de la bande 

correspondant � lÕactine), permet de calculer le pourcentage dÕinhibition dÕIGF1R-" dans les 

cellules. Le contr�le de la sp�cificit� des PNA est r�alis� � lÕaide du PNA scramble 17-mer 

C1 (scramble du PNA 959) ainsi que dÕun PNA scramble 13-mer : le scr13 (voir s�quences 

dans le Mat�riel et M�thodes). 

Les r�sultats obtenus sont pr�sent�s sur la Figure 50 (exp�rience en duplicate). La 

comparaison dÕefficacit� des PNA N-13 et C-13 montre que les PNA raccourcis en C- et N-

terminal ont une tr�s bonne activit�. Cependant, le PNA 959, d�pos� ici comme contr�le 

positif, inhibe tr�s peu lÕexpression dÕIGF1R-". En effet, on obtient ici 30 et 32% dÕinhibition 

alors quÕ� cette concentration (1 µM) on obtient normalement une inhibition de lÕordre de 

60% (Lecosnier et al. 2011).  

La Figure 51 pr�sente les r�sultats obtenus pour les PNA C-11 et C-12. On observe 

que ces PNA induisent une inhibition dÕIGF1R-" similaire � celle obtenue pour le PNA C-13.  
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Figure 50 : Inhibition de lÕexpression de la sous-unit� ! de lÕIGF1R par les PNA N-13 et C-13 dans les 

cellules humaines DU145.  

Les cellules DU145 ont �t� �lectropor�es en pr�sence des PNA indiqu�s, � 1 µM, puis un western blot est r�alis� 
sur les lysats cellulaires 48h apr�s transfection. LÕexpression dÕIGF1R-" (90 kDa) est r�v�l�e par lÕanticorps C20. 
La quantit� de prot�ines d�pos�e dans chaque puits est normalis�e par r�v�lation de la "-actine (42 kDa). Sous 
chaque puits est indiqu� le % dÕinhibition dÕIGF1R-" par rapport aux cellules �lectropor�es sans PNA (point 0).  

!

Figure 51 : Inhibition de lÕexpression de la sous-unit� ! de lÕIGF1R par les PNA C-11 et C-12 dans les 

cellules humaines DU145.  

Les cellules DU145 ont �t� �lectropor�es en pr�sence des PNA indiqu�s, � 1 µM, puis un western blot est r�alis� 
sur les lysats cellulaires 48h apr�s transfection. LÕexpression dÕIGF1R-" (90 kDa) est r�v�l�e par lÕanticorps C20. 
La quantit� de prot�ines d�pos�e dans chaque puits est normalis�e par r�v�lation de la "-actine (42 kDa). Sous 
chaque puits est indiqu� le % dÕinhibition dÕIGF1R-" par rapport aux cellules �lectropor�es sans PNA (point 0).  
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3. 4. Conclusions 
 

La perte des bases TTATT en N-terminal et TATG en C-terminal ne semble pas 

affecter beaucoup lÕactivit� dÕarr�t dÕ�longation du PNA. Aux vues des r�sultats de gels 

retards et des exp�riences de d�naturation/renaturation thermique, la s�quence centrale 

TCTCTTTC serait suffisante pour la formation de triplexes sur lÕARN. Cependant, la perte 

des bases en C-terminal semble d�stabilisant pour ces triplexes, comme en attestent les 

r�sultats de gels retard pour les PNA N-13 et N-14. Le PNA C-13 semble �tre un bon candidat 

pour inhiber lÕexpression de lÕIGF1R-" in cellulo et pour les �tudes dÕinternalisation 

cellulaires (voir Chapitre II).  

 

I. 4. Discussion 
 

Ces r�sultats mettent en �vidence la capacit� unique des PNA � arr�ter lÕ�longation de 

la traduction, lorsquÕils sont dirig�s contre une s�quence en amont de lÕAUG. 

 

Efficacit� de diff�rentes modifications chimiques pour lÕarr�t de lÕ�longation de la traduction 

En effet, la comparaison de lÕefficacit� des diff�rentes modifications chimiques test�es 

(LNA18-PMO18-PNA18, isos�quentiels) a montr� que seuls les PNA inhibent lÕ�longation 

de la traduction de lÕint�grase in vitro.  

Les PMO sont neutres comme les PNA mais ont une affinit� pour lÕARN nettement 

inf�rieure � celle des PNA. Pourtant, le PMO18 parvient � se fixer sur lÕARN PPT structur� et 

� d�faire la structure. Les LNA, au contraire, ont une affinit� pour lÕARN sup�rieure � celle 

des PNA et les exp�riences de gel retard ont montr� que le LNA18 se fixe sur lÕARN PPT 

structur� et d�roule efficacement la structure. La stabilit� des complexes nÕest donc pas 

d�terminante pour leur capacit� � stopper la machinerie ribosomale. Ceci est en accord avec 

les conclusions de Knudsen et Nielsen, qui ont montr� que des duplexes m�me tr�s stables 

nÕarr�tent pas lÕ�longation de la traduction (Knudsen & Nielsen 1996). De m�me, la capacit� 

de lÕoligonucl�otide � se fixer sur lÕARN PPT structur� et � d�faire la structure nÕest pas 

suffisante pour inhiber lÕ�longation de la traduction.  

Les exp�riences de gels retard ont montr� que seuls les PNA (13-mer ou 18-mer) 

forment des structures de type triplexes avec lÕARN. Des exp�riences de 

d�naturation/renaturation thermiques (formation dÕun hyst�r�sis ou non) seraient n�cessaires 
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pour valider les r�sultats obtenus � partir des gels retard. Les bases impliqu�es dans la 

formation de ces triplexes sont les thymines � pH neutre. Dans ces triplexes partiels, un 

premier PNA serait compl�tement appari� par liaisons Watson-Crick, et un second PNA serait 

appari� par liaisons Hoogsteen uniquement par ses thymines, les cytosines et les purines 

restant non appari�es. Ces structures sont probablement � lÕorigine de lÕefficacit� de lÕarr�t de 

la machinerie ribosomale.  

Le manque dÕefficacit� des oligonucl�otides LNA et PMO pour inhiber lÕ�longation 

de la traduction a �galement �t� observ� par Lecosnier, avec le LNA 959 (de m�me s�quence 

que le PNA 959, avec un nucl�otide sur deux de chimie LNA) et le PMO 959 

(CTGCTGTTATTTCTCTTTCTATGGA, 25-mer) (th�se de Sabine Lecosnier). LÕanalyse par 

gels retard et spectroscopie dÕabsorption des complexes form�s entre ces oligonucl�otides et 

lÕARN compl�mentaire 959 (pour le LNA) ou lÕARN compl�mentaire 25-mer (pour le PMO), 

nÕa pas mis en �vidence la formation dÕun triplexe, contrairement aux r�sultats obtenus pour 

le PNA 959. De plus, le duplexe appara�t � des concentrations en oligonucl�otide plus �lev�es 

que dans le cas du PNA 959 (100 nM contre 4 nM pour le PNA).  

Les LNA sont capables de former des triples h�lices canoniques dans le grand sillon 

de lÕADN (Simon et al. 2008) mais aucune structure de type triplexe nÕa �t� d�crite entre ces 

mol�cules et lÕARN. Leur flexibilit� restreinte r�sultant du pont m�thyl�ne dans leur structure 

pourrait �tre � lÕorigine de cette diff�rence entre les LNA et les PNA pour former des triplexes 

partiels sur lÕARN. Il a �t� montr� dans lÕ�quipe que des LNA ÔpincesÕ (2 mol�cules de LNA 

antiparall�les reli�es par un bras de liaison) peuvent inhiber lÕ�longation de la traduction in 

vitro de lÕint�grase. LÕutilisation de LNA ÔpincesÕ semble �tre une n�cessit� pour former des 

complexes capables de stopper la machinerie de traduction en cours dÕ�longation.  
Une hypoth�se pour expliquer la n�cessit� de la formation de tels complexes 

trimol�culaires par les PNA pour stopper les ribosomes est leur encombrement st�rique, 

sup�rieur � celui g�n�r� par un simple duplexe. La question du temps de vie de ces complexes 

serait �galement int�ressante � consid�rer. Les duplexes, m�me tr�s stables, pourraient avoir 

un temps de r�sidence sur la cible plus court que celui des triplexes, et �tre plus sensibles � la 

fonction h�licase des ribosomes.  

 

R�le de la structure de lÕARN 

Malgr� la capacit� des PNA � envahir des structures dÕARN et � sÕy fixer, la structure 

de lÕARN cible semble �galement avoir un r�le important pour lÕinhibition de la traduction. 

En effet, les PNA AS1 et AS2 inhibent efficacement lÕ�longation de la traduction de 
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lÕint�grase sauvage in vitro, avec production de la prot�ine tronqu�e. Leur activit� sur 

lÕint�grase synth�tique dont la s�quence PPT a �t� restaur�e par mutag�n�se dirig�e est 

fortement diminu�e, lÕinhibition de la prot�ine enti�re �tant plus faible, avec peu ou pas de 

prot�ine tronqu�e d�tect�e. Ces diff�rences dÕactivit� pourraient r�sulter de diff�rentes 

structures encadrant ou englobant la s�quence PPT dans les ARN sauvage et synth�tique. 

Certaines structures peuvent potentiellement emp�cher la fixation des oligonucl�otides et 

ainsi influencer leur capacit� � stopper la machinerie ribosomale. Par exemple, certains LNA 

dirig�s contre la structure IRES du virus de lÕh�patite C ne sont pas efficaces pour inhiber 

lÕinitiation de la traduction (Nulf & Corey 2004). Egalement, une modulation de la fixation de 

lÕoligonucl�otide sur la cible pourrait �tre rencontr�e, les structures favorisant par exemple la 

formation dÕun complexe de type duplexe par rapport � un triplexe. 

Au contraire, des structures de lÕARN pourraient �galement favoriser lÕarr�t de 

lÕ�longation de la traduction, si une structure particuli�re est pr�sente par exemple juste en 

amont du site de fixation du PNA et ralenti au pr�alable les ribosomes. Ceci semble �tre le cas 

pour lÕIGF1R puisque nous observons des bandes correspondant � des prot�ines plus courtes 

que le pr�curseur entier, et quÕune de ces prot�ines est de m�me taille que la prot�ine tronqu�e 

g�n�r�e suite au clivage par le PO959 ou � lÕarr�t de lÕ�longation par les PNA. Il est donc 

possible que le site de fixation des PNA se situe � proximit� dÕun site dÕarr�t naturel de la 

traduction.  

 

Influence de la taille de lÕoligonucl�otide sur son activit� 

Les activit�s dÕinhibition de lÕinitiation de la traduction de ces oligonucl�otides PNA, 

LNA et PMO dirig�s contre la s�quence PPT ont �t� d�termin�es dans les cellules HeLa 1002 

perm�abilis�es. Aucun des oligonucl�otides 18-mer nÕinhibe lÕinitiation de la traduction de la 

lucif�rase, alors que les deux PNA 13-mer sont actifs. Ce r�sultat est plut�t surprenant car les 

PNA, LNA et PMO sont d�crits dans la litt�rature comme des bloqueurs st�riques efficaces de 

lÕinitiation de la traduction, m�me lorsquÕun simple duplexe est form� avec lÕARN (Margus 

Pooga et al. 1998; Fluiter et al. 2003; Nasevicius & Ekker 2000). Toutefois, plusieurs 

exemples de lÕactivit� modeste des LNA pour inhiber lÕinitiation de la traduction sont 

rapport�s (Gee et al. 1998; Nulf & Corey 2004). Le fait que le PNA 18-mer ne soit pas actif 

alors que les PNA 13-mer le sont, pourrait sÕexpliquer par la formation de structures intra ou 

intermol�culaires, p�nalisantes pour la fixation du PNA sur la cible. Une perte dÕactivit� 

associ�e � lÕaugmentation de la longueur dÕun PNA a d�j� �t� rapport�e dans la litt�rature 

(Nulf & Corey 2004). Une augmentation de taille entre 10 et 18-mer peut �galement �tre 



! L<;1@-6-;!

45673-.8!+!9!+,53B3-3/,!08!@6!-.6012-3/,!76.!08;!/@3=/,12@</-308;!B@/A181.;!;-<.3A18;!

!"$)!

associ�e � un gain dÕactivit� (Doyle et al. 2001). LÕeffet de la taille d�pend donc 

probablement de la s�quence du PNA et de la nature des interactions impliqu�es.  

Dans le cas des PNA dirig�s contre lÕIGF1R, le raccourcissement du PNA 959 17-mer 

en N-terminal ou en C-terminal ne semble pas p�naliser son activit� biologique in vitro et in 

cellulo. Intuitivement, on pourrait penser que la stabilit� du complexe au niveau de 

lÕextr�mit� C-terminale du PNA est plus importante car cette extr�mit� est celle qui est du 

c�t� par lequel les ribosomes arrivent, le long de lÕARNm. Pourtant, les PNA raccourcis en C-

terminal sont aussi efficaces que ceux raccourcis en N-terminal pour stopper les ribosomes. 

Le PNA 11-mer, raccourci de 5 bases en N-terminal et de 4 bases en C-terminal, inhibe 

lÕexpression dÕIGF1R-" dans les cellules DU145 de mani�re aussi efficace que le PNA 959. 

La s�quence centrale TCTCTTTC, commune � tous les PNA �tudi�s, serait suffisante pour la 

formation de structures complexes de type triplexes avec lÕARN (observations � partir des 

exp�riences de gels retard et de d�naturation thermiques) et pour lÕarr�t de lÕ�longation de la 

traduction. Cette s�quence est riche en thymines (5 thymines sur 8 bases au total), n�cessaires 

pour la formation des liaisons Hoogsteen � pH neutre, et comporte trois cytosines non 

contigu�s. La pr�sence de cytosines au sein de la s�quence de thymines nÕest donc pas un 

obstacle � la formation des triplexes. Le pKa des cytosines est de 4,4 et celles-ci ne sont donc 

en principe pas protonn�es � pH 7. Cependant, une �ventuelle protonation des cytosines ne 

peut �tre exclue, m�me � pH7. Le triplexe serait alors form� � la fois par les triplets T.AT et 

C+.GC. De plus, la stabilit� dÕun triplexe impliquant des cytosines, est plus �lev�e dans le cas 

o� les cytosines ne sont pas adjacentes (Roberts & Crothers 1996). Les trois cytosines 

pr�sentes dans la s�quence centrale de nos PNA ne sont pas contigu�s et leur protonation 

pourrait augmenter la stabilit� du triplexe form� entre les PNA et lÕARN. Il serait donc 

int�ressant de mesurer la protonation des cytosines dans les complexes form�s par nos PNA. 

 

M�canisme dÕaction des PNA 959 et C-13 

Le m�canisme dÕaction du PNA 959 dans les cellules ne fait pas intervenir la 

d�gradation de lÕARNm de lÕIGF1R (Lecosnier et al. 2011). LÕinhibition de la traduction 

pourrait r�sulter de la relocalisation du transcrit dans des compartiments subcellulaires 

r�presseurs ou de lÕinhibition de la traduction. LÕexpression de la prot�ine tronqu�e dans les 

cellules serait la preuve dÕun m�canisme dÕinhibition au niveau de lÕ�longation de la 

traduction. Toutefois, lÕabsence de d�tection de cette prot�ine tronqu�e nÕexclue pas un 

m�canisme dÕarr�t de lÕ�longation et pourrait r�sulter dÕune d�gradation successive � sa 
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production, ou dÕun m�canisme dÕ�longation de la traduction ne g�n�rant pas une quantit� 

suffisante de prot�ine tronqu�e. On pourrait imaginer par exemple un m�canisme selon lequel 

les ribosomes sÕaccumulent entre lÕAUG et le site de fixation du PNA, et ne se d�crochent pas 

de lÕARN. Dans ce cas, la plupart des ribosomes nÕauraient pas traduit lÕARN jusquÕau site de 

fixation du PNA et des prot�ines tronqu�es plus courtes que la taille attendue seraient 

�ventuellement produites en faibles quantit�s. LÕinvestigation du m�canisme impliqu� dans 

lÕinhibition de lÕIGF1R-" est donc � poursuivre. 

Nous avons choisi de s�lectionner le PNA C-13 pour la conjugaison avec un CPP, afin 

dÕaugmenter la p�n�tration cellulaire et inhiber lÕIGF1R-" dans des cellules non �lectropor�es. 

La r�partition de la s�quence du PNA C-13 sur les exons 14 et 15 est diff�rente de celle du 

PNA 959 (voir Tableau 4). En effet, le PNA C-13 ne contient que 2 bases (au lieu de 6 pour le 

PNA 959) compl�mentaires de lÕexon 15. Il pourrait donc se fixer sur lÕADN et/ou le pr�-

ARNm, et inhiber la transcription et/ou lÕ�pissage de lÕIGF1R. Il sera donc important de 

regarder, par des exp�riences de PCR quantitatives, si lÕARNm dÕIGF1R!est inhib� dans les 

cellules DU145 transfect�es avec ce PNA. 

 

Sp�cificit� du PNA 13-mer 

LÕutilisation dÕoligonucl�otides 13-mer en cellules pose �videmment la question de la 

sp�cificit� de ciblage de ces mol�cules. En effet, une s�quence cible de 13 bases sera pr�sente 

en plusieurs copies dans le transcriptome et la fixation du PNA � cette s�quence 

compl�mentaire pourra potentiellement conduire � lÕinhibition dÕautres prot�ines que celle 

cibl�e. Il a �t� montr� que le PNA 17-mer ne poss�de pas de cible secondaire 100% 

compl�mentaire sur le transcriptome humain. Une recherche des cibles secondaires pr�sentes 

dans le transcriptome humain pour le PNA C-13 a �t� r�alis�e avec lÕalgorithme BLAST et la 

base de donn�e RefSeq RNA de NCBI. Trois cibles secondaires ont �t� trouv�es pour ce PNA, 

avec 100% de compl�mentarit� sur les 13 bases. Il sÕagit des g�nes TEFM (Transcription 

Elongation Factor, Mitochondrial), CARD6 (Caspase Recruitment Domain Family, member 

6) et VGLL3 (Vestigial like 3). Dans ces trois cibles, la s�quence compl�mentaire est situ�e 

dans la s�quence codante. Les crit�res requis pour une inhibition de lÕ�longation de la 

traduction sont complexes, des facteurs  tels que la vitesse de traduction, la localisation de 

structures secondaires sur lÕARN ou lÕint�ractions avec des prot�ines et/ou ARN au niveau de 

la s�quence cible pouvant influencer lÕefficacit� du PNA. La fixation du PNA sur ces cibles 

secondaires nÕinduira donc pas forc�ment leur inhibition. Des analyses prot�omiques ont 

montr� que des LNA de 8 bases dirig�s contre la r�gion seed dÕune famille de miARN sont 
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sp�cifiques in vivo (Obad et al. 2011). N�anmoins il sera important de rechercher une 

modification de lÕexpression de ces prot�ines dans les cellules trait�es avec le PNA. 

Les PNA semblent donc uniques pour former des structures de type triplexes partiels 

avec leurs cibles ARN polypuriques et inhiber lÕ�longation de la traduction in vitro et in 

cellulo.  
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Chapitre II : Internalisation cellulaire des PNA 
 

Notre objectif a �t� dÕ�tudier lÕinternalisation cellulaire des PNA conduite par le CPP 

(R/W)9. Cette �tude permettra notamment de rechercher un transporteur efficace pour le PNA 

C-13 dirig� contre lÕIGF1R. LÕIGF1R est un g�ne endog�ne et par cons�quent la mise en 

�vidence de lÕinhibition de sa traduction dans les cellules humaines doit �tre r�alis�e par 

analyse des prot�ines par western blot. Nous avons choisi de construire un syst�me cellulaire 

stable, rapporteur de lÕinternalisation de diff�rents conjugu�s PNA-CPP. Les cellules DU145 

ont �t� transfect�es avec le plasmide pIGF1R-RLuc. Ce plasmide permet lÕexpression, � partir 

dÕun promoteur CMV, dÕune prot�ine de fusion entre lÕIGF1R et la lucif�rase Renilla 

reniformis (RLuc). Pour lÕ�tablissement de cette lign�e stable, les cellules ont �t� transfect�es 

par ce plasmide, puis cultiv�es en pr�sence de n�omycine pour s�lectionner les clones 

exprimant stablement le g�ne de fusion IGF1R-RLuc. Aucun clone exprimant stablement la 

lucif�rase nÕa pu �tre obtenu avec ce plasmide.  

Nous avons donc utilis� la lign�e HeLa 1002 comme syst�me cellulaire rapporteur de 

lÕactivit� biologique des PNA AS1 et AS2 dirig�s contre la s�quence PPT (description page 

111), qui et constitue un outil simplifiant la d�termination de lÕefficacit� des conjugu�s PNA-

CPP pour inhiber la traduction, successivement � leur internalisation dans le bon 

compartiment cellulaire. Les PNA AS1 et AS2 ont donc �t� conjugu�s au CPP, ainsi quÕ� un 

fluorophore afin de visualiser lÕinternalisation cellulaire par microscopie de fluorescence et 

quantifier la fluorescence associ�e aux cellules par cytom�trie en flux. Il a �t� montr� que les 

observations microscopiques de la localisation intracellulaire de conjugu�s PNA-CPP ne sont 

pas toujours en ad�quation avec les activit�s biologiques obtenues (Koller et al. 2011). Pour 

cette raison, il est n�cessaire dÕassocier une mesure dÕactivit� biologique aux �tudes de 

microscopie de fluorescence. La lign�e cellulaire HeLa 1002 permet � la fois de d�terminer 

lÕactivit� biologique de nos conjugu�s par mesure de lÕactivit� lucif�rase, et dÕobserver leur 

localisation subcellulaire en microscopie.  
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II. 1. Internalisation des PNA dirig�s contre la s�quence 

PPT dans les cellules HeLa 1002 par le CPP (R/W)9 
 

 

1. 1. Conjugu�s PNA-CPP 
 

Les PNA AS1 et AS2 ont �t� conjugu�s � leur extr�mit� N-terminale au CPP (R/W)9 

(RRWWRRWRR) par deux types de liaisons covalentes : un pont disulfure (clivable en 

milieu r�ducteur) et une liaison thiol-mal�imide (non clivable). Les conjugu�s d�sign�s 

simplement par le nom du CPP et le nom du PNA correspondent � une liaison disulfide. Dans 

le cas o� le CPP est reli� au PNA AS1 ou AS2 par liaison thiol-mal�imide, les conjugu�s sont 

d�nomm�s (R/W)9-AS1(mal) et (R/W)9-AS2(mal), respectivement. 

Le PNA AS2 a �galement �t� conjugu� au CPP (K/W)9 (KKWWKKWKK), qui 

correspond au CPP (R/W)9 avec des lysines � la place des arginines. Ce conjugu� est nomm� 

(K/W)9-AS2. 

Les conjugu�s ont �galement �t� coupl�s � des fluorophores pour le suivi de leur 

localisation intracellulaire et pour la quantification de lÕinternalisation cellulaire par 

cytom�trie en flux. Deux fluorophores ont �t� utilis�s, le Texas Red (TR) et la 

Carboxyt�tram�thylrhodamine (TAMRA). Le TR a �t� choisi en raison de sa photostabilit� en 

fonction du pH (Ji et al. 2000), qui est sup�rieure � celle de la rhodamine et de la fluoresc�ine 

(piercenet.com). Ceci permet de limiter les biais dans lÕanalyse, notamment lorsque le 

conjugu� transite dans les v�sicules acides cytoplasmiques (endosomes et lysosomes). La 

TAMRA a �t� utilis�e dans les �tudes de PCI, pour ses qualit�s de photosensibilisateur 

(Gillmeister et al. 2011; B¿e et al. 2011). Ces deux fluorophores ont �t� greff�s sur le PNA et 

non sur le CPP, le PNA �tant lÕentit� la plus stable vis-�-vis des prot�ases (dur�e de vie de 

lÕordre de la semaine contre quelques heures pour le peptide). De plus, si le pont disulfure est 

cliv� dans le cytosol, il est pr�f�rable de suivre la mol�cule bioactive plut�t que le 

transporteur. Les conjugu�s fluorescents r�sultants sont d�sign�s de la mani�re suivante : 

Ônom du CPP-nom du PNA-TR ou TAMRAÕ. 

 

 



! L<;1@-6-;!

45673-.8!++!9!+,-8.,6@3;6-3/,!28@@1@63.8!08;!IMN!

! "%$!

1. 2. Etude de lÕinternalisation du PNA AS2 par les peptides 
(R/W)9 et (K/W)9 
 

Le PNA AS2 inhibe la traduction de la lucif�rase de mani�re l�g�rement plus efficace 

que le PNA AS1 (environ 70% pour lÕAS2 contre 60% pour lÕAS1), dans les cellules HeLa 

1002 perm�abilis�es avec la SLO (Boutimah-Hamoudi et al. 2007). CÕest pourquoi nous 

avons choisi de commencer nos �tudes avec ce PNA. 

 

a) Internalisation libre 
 

Tout dÕabord, des �tudes dÕactivit� biologique ont �t� r�alis�es apr�s internalisation 

libre du conjugu� (R/W)9-AS2 dans les cellules HeLa 1002. Si le conjugu� permet 

lÕinternalisation du PNA AS2 dans le cytoplasme des cellules sans alt�rer son activit�, une 

inhibition de lÕinitiation de la traduction de la lucif�rase sera observ�e. Les cellules ont �t� 

trait�es pendant 4h par des concentrations croissantes de conjugu� (0,5 � 5 µM), puis cultiv�es 

pendant 24 heures suppl�mentaires et de la doxycycline est ajout�e afin dÕinduire lÕexpression 

des g�nes rapporteurs. Apr�s 24 heures de culture en pr�sence de la doxycycline, lÕactivit� de 

la lucif�rase est d�termin�e, par mesure de la bioluminescence avec un spectrofluorim�tre. 

Malgr� lÕoptimisation de nombreux param�tres, aucune inhibition de la lucif�rase nÕa �t� 

obtenue. Les param�tres ayant fait lÕobjet de modifications sont les suivants : nombre de 

cellules ensemenc�es au d�but de lÕexp�rience (1 000 � 10 000 cellules/puits), temps de 

culture entre lÕinduction de lÕexpression de la lucif�rase et la mesure (24h, 48h et 72h), 

concentration en doxycycline (0,1-0,5-1 µg/mL), traitement des cellules en suspension 

(augmentation de la surface membranaire disponible).  

Diff�rentes hypoth�ses �taient alors envisageables pour expliquer ce manque dÕactivit� 

biologique apr�s p�n�tration libre du conjugu� (R/W)9-AS2 dans ces cellules. La premi�re 

possibilit� est que le couplage au CPP nÕait pas permis lÕinternalisation du PNA, ou que de 

trop faibles quantit�s soient internalis�es. Le couplage du CPP pourrait au contraire provoquer 

lÕinternalisation du PNA, mais quÕil alt�re lÕactivit� du PNA. On peut imaginer par exemple 

que la pr�sence du CPP sur le PNA modifie son interaction avec la cible. Enfin, une derni�re 

possibilit� est que le conjugu� soit internalis� mais pas dans le compartiment subcellulaire o� 

se trouve la cible. Dans notre syst�me, la cible est lÕARNm de la lucif�rase, et se trouve donc 
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dans le cytoplasme. Si le conjugu� est internalis� par endocytose, une s�questration dans les 

endosomes est probable. 

 

b) Internalisation assist�e par la chloroquine et la PCI  
 

Article : Cell Delivery of Antisense Peptide Nucleic Acids (PNAs) by the Small Arginine-Rich 

Cell-Penetrating Peptide (R/W)9 

 
 
Soumis � The Faseb Journal. 
 

Objectifs 

Nous avons r�alis� une �tude du m�canisme dÕinternalisation du conjugu� (R/W)9-

AS2. Le conjugu� (R/W)9-AS2-TR, comportant une mol�cule de Texas Red  greff�e sur le 

PNA, a �t� utilis� pour �tudier la localisation subcellulaire en microscopie de fluorescence et 

quantifier cette internalisation dans les cellules HeLa 1002. Nous nous sommes int�ress�s � 

deux approches pour induire la lib�ration des conjugu�s dans le cytoplasme des cellules : une 

approche chimique (co-traitement avec la chloroquine) et une approche photochimique.  

La t�tram�thylrhodamine (TAMRA) a r�cemment �t� identifi�e comme 

photosensibilisateur, capable dÕinduire la PCI dans le cadre de lÕ�tude de lÕinternalisation de 

conjugu�s TAMRA-TAT-GFP. LÕirradiation des cellules au microscope avec un filtre 

rhodamine provoque la relocalisation des conjugu�s des endosomes vers le cytosol 

(Gillmeister et al. 2011). Une autre �tude r�cente rapporte la lib�ration dans le cytosol ainsi 

que lÕactivit� biologique de conjugu�s TAMRA-PNA-NLS apr�s irradiation des cellules � 

546 nm (B¿e et al. 2011). Une inhibition de 90% de la cible du PNA est observ�e avec 2 µM 

de conjugu� et 9 min dÕirradiation � 11,5 mW/cm2. Ces deux �tudes constituent une approche 

novatrice de PCI, le photosensibilisateur �tant covalement li� au PNA ou au CPP. LÕavantage 

par rapport � une approche de PCI conventionnelle (co-traitement des cellules avec la 

mol�cule bioactive et un agent photosensibilisateur type phthalocyanine dÕaluminium 

disulfonate) serait une diminution potentielle de la toxicit� g�n�r�e par les dommages 

oxydatifs sur les membranes cellulaires. En effet, lÕattachement covalent du 

photosensibilisateur sur la mol�cule active pourrait restreindre les dommages photo-induits 

aux structures cellulaires renfermant la mol�cule dÕint�r�t et ainsi diminuer la toxicit� non 
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sp�cifique. De plus, un photosensibilisateur tel que la TAMRA, moins puissant que les 

photosensibilisateurs classiques (phthalocyanine dÕaluminium disulfonate et 

t�traph�nylporphine disulfonate) produirait moins de ROS et serait probablement moins 

toxique pour les cellules. LÕefficacit� de la TAMRA pour induire la photo-lib�ration de PNA 

a �t� observ�e �galement dans notre �quipe, dans le cadre de lÕ�tude de lÕinternalisation de 

conjugu�s Flavine-PNA-TAMRA (Marlin et al. 2012) (voir article en Annexe 2). Nous avons 

voulu �tudier lÕefficacit� de la TAMRA pour lÕinternalisation photochimique de notre 

conjugu� (R/W)9-AS2. Pour cela, les cellules HeLa 1002 ont �t� trait�es avec le conjugu� 

(R/W)9-AS2-TAMRA et les effets de lÕirradiation � 545 nm sur la localisation subcellulaire et 

lÕactivit� biologique ont �t� �tudi�s. 

 

R�sum� 

Nous avons montr� dans cet article que le couplage du CPP (R/W)9 sur le PNA AS2 

(nomm� ASPNA ici) ne modifie pas son activit� dans les cellules HeLa 1002 perm�abilis�es 

avec la SLO. De plus, le conjugu� (R/W)9-AS2-TR (nomm� ici (R/W)9-ASPNA-TR) est 

internalis� dans les cellules HeLa 1002 et cette internalisation atteint un maximum d�s 2h 

dÕincubation. Le marquage v�siculaire observ� dans les cellules vivantes en microscopie de 

fluorescence et lÕinhibition de lÕinternalisation dans des conditions de d�pl�tion �nerg�tique 

(incubation � 4¡C ou en pr�sence dÕinhibiteurs dÕATP) sugg�rent une internalisation par 

endocytose. Des �tudes de colocalisations avec diff�rents marqueurs dÕendocytose ont montr� 

quÕau moins trois voies dÕendocytose semblent �tre impliqu�es dans lÕinternalisation du 

conjugu� : la voie d�pendante de la clathrine, la voie cav�olaire et la macropinocytose. Le co-

traitement des cellules avec le conjugu� et la chloroquine (CQ) � 150 µM, conduit � une 

augmentation de la taille des v�sicules dÕendocytose, et donc � un �chappement possible du 

conjugu� des endosomes vers le cytoplasme. En effet, la d�termination de lÕactivit� 

biologique en pr�sence de cette mol�cule lysosomotropique met en �vidence une inhibition de 

lÕactivit� lucif�rase de 70% � 1,5 µM de conjugu�. La quantification par cytom�trie en flux de 

la fluorescence du Texas Red, a montr� que la CQ augmente �galement la quantit� de 

conjugu� internalis�.  

La comparaison dÕefficacit� entre les conjugu�s comportant le PNA AS2 (ASPNA) 

conjugu� au CPP (R/W)9 par une liaison disulfure ou thiol-mal�imide a montr� que le 

conjugu� mal�imide (R/W)9-AS2(mal) est l�g�rement moins actif pour inhiber lÕactivit� 

lucif�rase dans les cellules HeLa 1002 perm�abilis�es. En revanche, une activit� biologique 
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l�g�rement plus importante est observ�e pour ce conjugu� mal�imide en p�n�tration libre par 

rapport � lÕactivit� obtenue pour le conjugu� comportant un pont disulfure.  

Nous avons �galement montr� que le PNA AS2, conjugu� � lÕanalogue (K/W)9, 

comportant des lysines � la place des arginines, est six fois moins internalis� que le conjugu� 

(R/W)9-AS2-TR. Aucune activit� biologique nÕa �t� mesur�e pour ce conjugu� � 1,5 µM, 

m�me en pr�sence de CQ. La quantification de lÕinternalisation des deux conjugu�s dans des 

cellules CHO 745 (d�ficientes en h�paranes sulfates et chondro�tines sulfates) a mis en 

�vidence lÕinteraction avec les mol�cules membranaires de glycosaminoglycanes.  

Enfin, une internalisation photochimique (PCI) a �t� observ�e avec le conjugu� 

(R/W)9-AS2-TAMRA (nomm� ici (R/W)9-ASPNA-TAMRA), dans lequel la rhodamine est 

lÕagent photosensibilisateur. LÕirradiation des cellules � 545 nm provoque la redistribution de 

la fluorescence associ�e au conjugu�, des endosomes vers le cytoplasme et le noyau. Malgr� 

la grande efficacit� de la PCI, aucune inhibition de lÕactivit� lucif�rase nÕa �t� observ�e apr�s 

irradiation � 545 nm des cellules trait�es par le conjugu�. En revanche, la lucif�rase est 

inhib�e apr�s traitement des cellules par le conjugu� (R/W)9-AS2, dans le cas dÕune PCI 

induite par la phthalocyanine dÕaluminium. Dans ces m�mes conditions, le conjugu� marqu� 

par la TAMRA nÕest pas actif. Cette �tude apporte un questionnement sur lÕutilisation de la 

TAMRA comme photosensibilisateur efficace pour lÕactivit� biologique des PNA. 
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Abstract 

Peptide nucleic acids (PNAs) are very attractive antisense and anti-gene agents, but these 

molecules are not passively taken into cells. Arginine-rich cell-penetrating peptides have been 

used to enhance delivery of charge-neutral PNAs. Here, using a functional cell assay and 

fluorescent-based methods, we investigated cell uptake and antisense activity of a PNA that 

targets the HIV-1 poly-purine tract sequence delivered using the arginine-rich (R/W)9 peptide 

(RRWWRRWRR). PNA conjugated to the peptide through disulfide and maleimide linkers 

showed similar cell uptake characteristics and biological activities in permeabilized HeLa 

cells engineered to express a luciferase gene with the PPT sequence upstream of the start site. 

At micromolar concentrations, almost 80% inhibition of the target gene was also obtained in 

the presence of the endosomolytic agent chloroquine (CQ). Therefore, the nonapeptide 

efficiently facilitated entry of the steric blocker PNAs into eukaryotic cells. Replacement of 

the arginines in (R/W)9 with lysines inhibited cell penetration. The conjugates were 

efficiently released from endosomes as demonstrated based on photochemical internalization 

(PCI) of the fluorescent conjugate (R/W)9-PNA-TAMRA. In contrast to our observation in 

cells treated with CQ, no antisense effect was detected after PCI, highlighting the importance 

of performing both functional and localization analyses to validate the efficacy of a conjugate.  

Key words: steric blocker, antisense, peptide nucleic acids, cell penetrating peptides, 

photochemical internalization
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INTRODUCTION 

Peptide nucleic acids (PNAs) show high sequence specificity in binding to the 

complementary single-stranded RNA and to single- or double-stranded DNA targets. In 

addition, PNAs have increased chemical stability relative to natural nucleic acids. Due to 

these features PNAs have exceptional potential for therapeutic applications and diagnostic use 

(1, 2). Despite their neutral charge, PNAs do not enter cells more readily than negatively 

charged oligonucleotides (3). A variety of methods have been developed to improve PNA 

uptake into cells, and the currently favored approach involves conjugation to cell-penetrating 

peptides (CPPs) (4�6). Many groups have attempted to understand what makes a CPP a good 

PNA carrier, but there are discrepancies in the results reported most likely resulting from the 

diversity of the used cell systems, targets (nuclear or not), types of conjugates (linkers, linker 

localization, peptides, PNA length), and the methods for evaluating CPP efficacy (assays for 

biological function (7�12) versus fluorescent labels that indicate localization). The detailed 

mechanism of how the CPP-cargo conjugates enter the cell remains unclear and recent data 

suggest an energy-dependent endocytic pathway (13). Cationic CPPs interact with cell 

glycosaminoglycans, but the mechanisms of cell uptake after cell surface binding are diverse 

and in some cases controversial. It is clear that the cell entry mechanism strongly depends on 

the nature and size of the CPP and also on the type of cargo. Recently, we demonstrated that 

two steric-blocker tridecamer PNAs that target the HIV-1 poly-purine tract (PPT) sequence 

induce a sequence-specific and dose-dependent antisense inhibition of luciferase activity in 

streptolysin-O (SLO)-permeabilized HeLa cells engineered to express the luciferase gene with 

the PPT sequence upstream of the luciferase gene start site (14).  

Here, we used the same cell system and fluorescence-based methods to determine the factors 

involved in the cell uptake efficiency and antisense activity of the anti-PPT PNA H-

CCCCCCTTTTCT-Lys (14) conjugated to the (R/W)9 nonapeptide (H-RRWWRRWRR-

NH2), which is one of the most efficient among the CPPs tested previously (15, 16). The 

(R/W)9-PNA cell uptake and antisense activities were not strongly affected by whether a 

disulfide or a maleimide linker was used to conjugate (R/W)9 to the PNA, whereas 

substitution of the arginine residues in (R/W)9 by lysines led to a six-fold decrease in cell 

uptake of the (K/W)9-PNA conjugate compared to (R/W)9-PNA. Cell uptake in the presence 
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of heparin confirmed that the arginine residues confer an advantage to the conjugate. 

Moreover, use of mutant CHO cells in which proteoglycan synthesis is deficient showed that 

glycosaminoglycans are implicated in cell surface binding and internalization of (R/W)9-PNA 

and (K/W)9-PNA conjugates. We then demonstrated that several pinocytic pathways are 

involved in (R/W)9-PNA internalization in endosomal/lysosomal vesicles. Quantification of 

luciferase activity in the presence of the lysosomotropic agent chloroquine (CQ) (17) 

indicated that the PNA antisense effect in CQ-treated cells was comparable to what observed 

in SLO-permeabilized cells. After photochemical internalization (PCI) (18, 19) of (R/W)9-

PNA labeled with the TAMRA photosensitizer (20, 21), TAMRA fluorescence was observed 

in the cytosol and nucleus, but no luciferase inhibition was observed. These experiments 

showed that endosomal escape and efficient cytosolic and nuclear delivery of conjugates are 

not the only prerequisite for intracellular antisense activity.  
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MATERIALS AND METHODS  

PNA oligomers and PNA-CPP conjugates 

The H-CCCCCCTTTTCT-Lys anti-PPT PNA (ASPNA), the H-TTTTCCTCTCCCT-Lys 

scrambled PNA (SCRPNA), and the PNA-CPP conjugates, with or without Texas red (TR) or 

5-carboxytetramethylrhodamine (TAMRA), were from Panagene (Korea).  

Cell culture 

HeLa cells were previously engineered to stably express the firefly luciferase (Photinus 

pyralis) and the gfp reporter genes under the control of a bidirectional doxycycline-inducible 

CMV promoter (14). The PPT sequence (5�-AAAAGAAAAGGGGGGA-3�) is present 

upstream of the AUG translation start site of the luc gene and the mutated sequence 5�-

AAAAGAAGGGGAGGAA-3� is present upstream of start site of the gfp gene, allowing us 

to test the sequence-specificity of anti-PPT molecules (14). These PPT/HeLa cells and the 

breast adenocarcinoma cell line MCF-7 (American Type Culture Collection, Manassas, VA, 

USA) were grown in DMEM medium (Gibco, Life Technologies) supplemented with 7% 

fetal calf serum (FCS). The Jurkat (human T lymphocytes) and the DU145 (human prostate 

cancer cells) cell lines (American Type Culture Collection) were grown in RPMI medium 

(Gibco, Life Technologies) supplemented with 10% FCS. The human bone osteosarcoma U-

2OS cell line was cultured in McCoy�s 5A medium and the Chinese hamster ovary (CHO) 

cell lines (CHO-K1 and CHO-745) in DMEM F12 medium (Gibco, Life Technologies) with 

10% FCS. All cell lines were grown at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere. 

Reversible permeabilization and luciferase assay 

SLO (Institute of Medical Microbiology and Hygiene, Mainz, Germany) was used to 

reversibly permeabilize PPT/HeLa cells as previously described (14). Cells (2.6x10
5

cells/well in 96-well plates) were washed twice and resuspended in Hank�s Balanced Salt 

Solution (HBSS) with calcium and magnesium (Gibco, Life Technologies). Cells were 

permeabilized at 37 °C for 15 min by addition of an optimized amount of SLO (30-60 

ng/well) to reach 80-95% permeabilization in the presence of the indicated concentrations of 

naked or conjugated PNAs. Resealing was achieved by addition of 225 µl DMEM 
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supplemented with 10% FCS, and cells were further incubated at 37 °C for 20 min. Cells 

were then transferred to another 96-well plate (3x10
4
 cells/well) and incubated at 37°C for 1 

h. Finally, expression from the luc and gfp genes was were induced by addition of 1 µg/mL 

doxycycline (Sigma, France) and cultured for 24 h. Cells were then lysed in Passive Lysis 

Buffer (Promega, France) and luciferase activity was quantified with a spectrofluorimeter 

(Wallac Victor 2 Multi-label Counter, Perkin Elmer, USA) using the Luciferase Assay 

System (Promega). Background was subtracted from the luminescence readings. Results were 

normalized to the lysate protein concentration (determined with the Bradford protein assay, 

Bio-Rad, France); results are presented as relative light units (RLU/µg protein) and are 

expressed as the percentage relative to the luminescence obtained in untreated cells. Each data 

point is the mean of three replicates in at least four separate experiments.  

Free uptake of conjugated PNAs  

PPT/HeLa cells were seeded (9.5x10
3
cells/well) in 96-well plates and grown overnight. Cells 

were washed with PBS (Gibco, Life Technologies) and then incubated with PNAs or peptide-

PNA conjugates in the presence or absence of 150 µM chloroquine (Sigma) in 50 µL of 

serum-free Opti-MEM medium or in Opti-MEM with 7% FCS (Gibco, Life Technologies) for 

4 h. Luciferase expression was induced by addition of 150 µL doxycycline (1 µg/mL) in 

DMEM medium, and then cells were cultured for another 24 h. For cell viability assays, cells 

were treated in the same way, and viability was evaluated with the CellTiter 96 Aqueous 

Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega) according to the manufacturer�s 

instructions.  

Fluorescence microscopy of live cells

In all experiments, 8-well chambered cover glass microslides (IBIDI, Biovalley, France) were 

used. Cells (4 x 10
4
 cells/well) were seeded in the chambers and cultured overnight at 37 °C. 

Cells were washed with HBSS (Gibco) and incubated with the indicated concentrations of 

fluorescent conjugate or PNA in 150 µL Opti-MEM at 37 °C for indicated times. Culture 

medium was replaced with DMEM without phenol red (Gibco) for microscopic observation 

of live cells using two inverted microscopes: The first was a Leica microscope DMIRE2 

(Leica Microsystems, Mannheim, Germany) equipped for epi-illumination with an Osram 

HXP R 120W 45C lamp and Rooper Coolsnap CCD camera. Acquisitions were made with 
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the Metamorph software, using a 100x oil immersion objective (numerical aperture of 1.4) 

and a CY3 filter (EX BP 545/30, EM BP 610/75). The second was a Zeiss Axio Observer.Z1 

microscope with a structured illumination system (ApoTome) maintained in a 37 °C 

incubation room. Images were taken with an OrcaR2 (Hamamatsu) camera using a 63x oil 

immersion objective (numerical aperture of 1.4) and a 43 DsRed shift free filter (EX BP 

550/25, EM BP 605/70). Acquisitions were made with the AxioVision4.8 software. Images 

were analyzed using the Image J software. 

Fluorescence assisted cell sorting (FACS) analysis 

For uptake kinetics, exponentially growing PPT/HeLa cells were plated in 48-well plates (4.0 

x10
4
 cells/well). The next day, cells were washed with PBS and incubated with TR-labeled 

conjugates or naked PNAs, as described above. After incubation, cells were trypsinized 

(Gibco) and washed twice with PBS. Fluorescence analysis was performed with a C6 flow 

cytometer (Accuri) using the Cy5 channel (FL3). The background-free mean fluorescence 

values were calculated by subtracting the mean fluorescence of untreated cells from the 

obtained mean fluorescence. The error bars shown represent thestandart square deviation of at 

least three independent experiments. Based on cell size (FSC) and granularity (SSC), only the 

live cell fraction was analyzed.

Uptake experiments 

Energy depletion: Cells were incubated with the PNA conjugates in the presence of 10 mM 

sodium azide and 6 mM deoxy-D-glucose at 37 °C or at 4 °C for 1 h. Medium was discarded 

and replaced with DMEM without phenol red. Cells were observed with a Zeiss Axio 

Observer.Z1 microscope or collected for FACS analysis. 

Heparin competition: Cells (4x10
4

cells/well), seeded 17 h earlier, were pre-treated with 5 

µg/mL heparin sodium salt from porcine intestinal mucosa (Sigma) in Opti-MEM medium for 

30 min. Cells were then incubated at 37 °C with 1 µM conjugate in the presence of 5 µg/ml 

heparin for 1 h and were washed with PBS before FACS analysis. 

Chloroquine treatment: Cells in IBIDI microslides were incubated with 150 µM CQ and 1 

µM TR-labeled conjugates for 4 h. Cells were then either directly analyzed by FACS or 
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microscopy or were cultured in fresh medium for 24 h.

Co-localization experiments: Cells (4x10
4

cell/well), seeded 17 h earlier, were incubated with 

1.5 µM (R/W)9-PNA-TR conjugate with 25 µg/ml Alexa 488-Transferrin, 0.25 mg/mL Alexa 

488-Dextran, or 10 µg/mL Alexa 488-Cholera toxin subunit B (Life Technologies) in Opti-

MEM medium at 37°C for 2 h. Control cells were not treated with PNA conjugate. Medium 

was replaced with DMEM without phenol red for image acquisition with a Zeiss Axio 

Observer.Z1 microscope. For lysosome labeling, 1 µM Alexa 488-LysoTracker (Life 

Technologies) was added to cells.  

Photochemical internalization experiments 

PPT/HeLa cells were seeded (9.5x 10
3

cells/well) in 96-well plates and grown overnight (18 

to 20 h). Cells were washed with PBS and then co-incubated with the indicated concentrations 

of PNA or CPP-PNA-TAMRA conjugates and 5 µM aluminium phthalocyanine in Opti-

MEM medium (Gibco, Life Technologies) for 4 h. Cells were then cultured in medium 

containing aluminium phthalocyanine but not PNA overnight. After washing in PBS, cells 

were left in DMEM for 2 h. DMEM was replaced by HBSS, and cells were irradiated using a 

1000 W Xenon arc lamp mounted in a lamp housing. The irradiation wavelength was selected 

using an interference filter centred at 650 nm with a half bandwidth of 50 nm (K65 from 

Balzers, Liechtenstein). The irradiation beam was focused on the sample that was 

homogeneously illuminated. The irradiance of the incident light was measured using a power 

meter (Newport). Luciferase expression was induced by addition of 1 µg/mL doxycycline, 

and luciferase activity was measured 24 h later. 

Statistical analyses 

All the statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test and the SOFA 

Statistics software. Errors bars represent the standard deviation of at least three independent 

experiments. *: P < 0.05; **: P < 0.01; **: P < 0.001. 

RESULTS  
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Disulfide- and maleimide-linked (R/W)9-PNA conjugates efficiently inhibit luciferase 

activity in SLO-permeabilized cells 

We first evaluated the intracellular antisense activity of naked PNAs (ASPNA and SCRPNA) 

and (R/W)9-PNA conjugates (see Table 1 for sequences) in SLO-permeabilized PPT/HeLa 

cells that contain the PPT sequence upstream of the luciferase gene under the control of the 

doxycycline-inducible CMV promoter. Naked PNAs and conjugates were introduced in SLO-

permeabilized cells and luciferase activity was measured after 24 hours, as previously 

described (14). Unconjugated and (R/W)9-conjugated ASPNAs both inhibited luciferase 

activity by about 70% at 1 µM concentration (Fig. 1), indicating that naked and (R/W)9-

conjugated ASPNAs have the same ability to recognize their intracellular mRNA target and 

reduce gene expression. The antisense effect was target specific because a scrambled 

sequence (SCRPNA) did not affect luciferase activity (Fig. 1). The nature of the linkage 

between the CPP and PNA did not affect strongly the conjugate efficiency: the disulfide 

conjugate was only slightly more efficient than the maleimide conjugate (Fig. 1).  

Disulfide- and maleimide-linked (R/W)9-PNA conjugates efficiently inhibit luciferase 

activity when added to the cell culture medium 

We then tested the ability of the different (R/W)9-PNA conjugates to inhibit luciferase 

activity in PPT/HeLa cells after free uptake. As our conjugates are internalized via 

endocytosis, these molecules must escape from endosomes to reach their cytosolic targets. 

Cells were incubated for 4 hours with naked or conjugated PNAs (ASPNA and SCRPNA) in 

the presence or absence of 150 µM CQ. CQ is a lysosomotropic agent that accumulates in 

endosomes and lysosomes and enhances the cytosolic delivery of cargoes attached to CPPs 

(17) in the absence of any transfection agent. Cells were allowed to grow for 24 hours. 

(R/W)9 and other CPPs that are disulfide-linked to their cargoes can engage in thiol/disulfide 

exchange reactions at the cell surface, increasing their cell association and facilitating 

internalization (22). We thus compared the antisense activity of disulfide (S-S) linked and 

stably linked maleimide (RW)9-PNA conjugates. Both showed a strong dose-dependent and 

sequence-specific inhibition of luciferase activity in the presence of CQ (grey bars) (Fig. 2A), 

although the maleimide-linked (R/W)9-PNA conjugate was slightly more efficient (85% ± 4 

at 1.5 µM) than the disulfide bond-linked conjugate (68% ± 8 at 1.5 µM). Cell viability was 
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>85% for all PNA conjugates in the presence of CQ (Fig. 2B). This result clearly shows that 

the presence of a cleavable disulfide bond between (R/W)9 and PNA is not essential for cell 

uptake, whereas the release from endosomal- and membrane-bound compartments is crucial 

for the antisense activity (luciferase inhibition) by (R/W)9-PNA conjugates. Moreover, serum 

proteins did not have any effect on internalization or biological activity of either conjugate. 

(R/W)9-PNA conjugates elicited similar antisense activities when added to cells in serum-free 

medium or containing 7% FCS, suggesting that the conjugates do not bind to serum proteins. 

This is in contrast to other arginine-rich peptides that have high capacity to bind serum 

proteins (23).  

 (R/W)9-PNA conjugates are internalized via pinocytosis

Internalization of extracellular material can occur through different mechanisms including 

phagocytosis of large particles and pinocytosis, which can be categorized as 

macropinocytosis, and clathrin-dependent (CDE) and clathrin-independent (CIE) endocytosis. 

To study how the (R/W)9 peptide delivers PNAs inside cells, we labeled the disulfide-linked 

(R/W)9-ASPNA conjugate with Texas red (TR) [(R/W)9-ASPNA-TR]. The fluorescent probe 

was attached to the C-terminus of PNA because the (R/W)9 peptide is less stable than PNA 

and can be detached after disulfide bridge reduction (24). The orientations of the CPP and 

PNA were as before. We made all our observations in live cells as fixation procedures can 

cause major artefacts and modify the intracellular distribution (25). We did not use chemical 

inhibitors for specific endocytosis pathways because recent studies showed that they lack 

selectivity and may give misleading results (26). 

Kinetics and energy-dependence of (R/W)9-PNA-TR internalization 

First, we determined the kinetics of (R/W)9-ASPNA-TR uptake by measuring the cell-

associated fluorescence by FACS after trypsin digestion. Analysis of the FACS profiles and 

of the mean cell fluorescence values clearly indicated a progressive uptake over 60 min after 

which levels reached a plateau that persisted for at least six hours (Fig. 3A). No uptake was 

observed with naked ASPNA-TR. We then examined (R/W)9-ASPNA-TR uptake under 

conditions of energy depletion by incubating cells at 4 °C or in the presence of the energy-

depleting mixture of deoxyglucose (DOG) and sodium azide (NaN3) for 1 hour. 

Quantification of internalized conjugates by FACS analysis confirmed that (R/W)9-ASPNA-

TR uptake was energy dependent (Fig. 3B).
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Endosomal release in the presence of CQ and after photochemically induced internalization  

The (R/W)9-ASPNA-TR conjugate showed a punctuate distribution in the cytosol with rather 

small puncta that were well distributed, typical of endosomal sequestration (Fig. 4A, -CQ). 

Upon addition of 150 µM CQ, the intensity of the TR signal inside the vesicles and the 

vesicle size increased over time. At 24 h, when the antisense effect was measured, in addition 

to punctuate structures in the cytosol, a significant and uniform fluorescence throughout the 

cytosol and nuclei was observed (Fig. 4A, +CQ). Quantification by FACS analysis clearly 

showed that (R/W)9-ASPNA-TR uptake was higher in the presence of CQ than in its absence 

(Fig. 4B). These qualitative and quantitative observations are in full agreement with the 

observed biological effects in presence of CQ (Fig. 2).

Endosomal release of CPP-cargo conjugates can be induced by PCI, which is based on the use 

of photosensitizing compounds that localize inside endosomes and disturb endosomal 

membranes when irradiated with visible light. We thus labeled (R/W)9-ASPNA with the 

photosensitizer TAMRA [(R/W)9-ASPNA-TAMRA] to assess the light-controlled release of 

the conjugate. In PPT/HeLa cells irradiated for approximately 2 minutes during image 

acquisition with the 545/30 nm filter, the TAMRA signal was redistributed from the 

endosomal compartment to the cytosol and nucleus (Fig. 4C). However, despite this very 

efficient endosomal release, (R/W)9-ASPNA-TAMRA did not elicit antisense effects under 

these conditions (data not shown). To evaluate whether the TAMRA labeling perturbed 

(R/W)9-ASPNA interaction with the mRNA target, we performed free uptake experiments in 

the presence of CQ. These experiments showed that (R/W)9-ASPNA-TAMRA induced 

similar inhibition of luciferase activity as (R/W)9-ASPNA-TR and was slightly less effective 

than (R/W)9-ASPNA (Supplementary Fig. 1), indicating that TAMRA does not hinder 

target recognition. We then used the AlPcS2a photosensitizer (19) to assess whether PCI was 

observed with (R/W)9-ASPNA. At 1.5 µM, (R/W)9-ASPNA induced, under appropriate 

irradiation conditions, 60% inhibition of luciferase activity, whereas (R/W)9-ASPNA-

TAMRA was inactive (Supplementary Fig. 2). These results suggest that the TAMRA-

labeled conjugate is sequestered in the cytosol and cannot reach the ribosomal compartment.  

Involvement of clathrin-dependent endocytosis in (R/W)9-ASPNA-TR internalization 

CDE is the best characterized endocytic pathway and many macromolecules are specifically 

taken up in clathrin-coated vesicles (27). To test whether CDE is involved in (R/W)9-

ASPNA-TR internalization, we incubated PPT/HeLa cells with (R/W)9-ASPNA-TR in the 
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presence of Alexa Fluor 488-labeled human transferrin (hTF), which is considered to be a 

good CDE marker because in its iron-bound form it binds to the transferrin receptor and is 

taken up via CDE (28) !  Fluorescence microscopy analysis showed that hTF and (R/W)9-

ASPNA-TR were mostly localized in the same compartments (Fig. 5A).

Involvement of macropinocytosis in (R/W)9-ASPNA-TR internalization 

Macropinocytosis is a non-selective endocytic mechanism to internalize suspended 

macromolecules, particularly fluid-phase markers, such as high-molecular-weight dextran. 

We incubated PPT/HeLa cells with (R/W)9-ASPNA-TR in the presence of Alexa Fluor 488-

labeled dextran and observed partial co-localization with (R/W)9-ASPNA-TR (Fig. 5B).

Involvement of clathrin-independent endocytosis in (R/W)9-ASPNA-TR internalization 

The active fraction of cholera toxin is internalized by CIE from lipid rafts, which are cell 

membrane micro-domains enriched in cholesterol and sphingolipids (29). Figure 5C shows 

that (R/W)9-ASPNA-TR co-localized with the Alexa Fluor 488-labeled B subunit of the 

cholera toxin.  

(R/W)9-ASPNA-TR accumulation in lysosomes 

Finally, PPT/HeLa cells were co-incubated with (R/W)9-ASPNA-TR and Alexa 488-labeled 

LysoTracker green, a specific lysosomal dye. Co-localization analysis of all the studied 

vesicles revealed a strong overlapping of (R/W)9-ASPNA-TR-positive and LysoTracker-

positive structures, indicating that at least part of the conjugate is targeted to lysosomes 

through the endo-lysosomal pathway (Fig. 5D). Together, these results show that 

macropinocytosis, CDE, and caveola-mediated endocytosis all contribute to (R/W)9-ASPNA-

TR uptake and transport into lysosomes.  

Replacement of (R/W)9 arginines by lysines decreases cell uptake and antisense activity 

of CPP-ASPNA-TR conjugates 

To explore how arginine and lysine residues contribute to cell surface binding and cell uptake 

of CPP-PNA conjugates, we compared the activity of (R/W)9-ASPNA-TR to that of (K/W)9-

ASPNA-TR, in which all the arginine residues of (R/W)9 were substituted by lysines. We 

incubated PPT/HeLa cells with 1 µM (R/W)9-ASPNA-TR or 1 µM (K/W)9-ASPNA-TR and 

quantified cell-bound TR fluorescence of live cells. Uptake of (K/W)9-ASPNA-TR was six-
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fold lower than that of (R/W)9-ASPNA-TR (Fig. 6A), showing the arginine-dependence of 

cell uptake. Similar results were obtained in four different human cell lines (Supplementary 

Fig. 3). Consistent with this observation, (K/W)9-ASPNA-TR did not have any effect on 

luciferase activity under conditions where (R/W)9-ASPNA induced 70% inhibition (Fig. 6B).

It should be emphasized that both conjugates induced equivalent inhibition of luciferase 

activity in SLO-permeabilized cells (Supplementary Fig. 4). Therefore, the lack of 

intracellular activity was not due to differences in the affinity for the target, but only to 

differences in cell uptake. 

(R/W)9-ASPNA-TR endocytosis is glycosaminoglycan dependent 

To investigate whether cell surface proteoglycans have a role in the different levels of uptake 

of (R/W)9-ASPNA and (K/W)9-ASPNA-TR, PPT/HeLa cells were incubated with TR-

labeled conjugates in the presence or absence of heparin, which mimics glycosaminoglycan 

(GAG) moieties of cell surface proteoglycans. A three-fold decrease in (R/W)9-ASPNA-TR 

uptake was detected by FACS in heparin pre-treated cells in comparison to uptake into 

untreated cells (Fig. 7A). Conversely, heparin did not compete with the uptake of (K/W)9-

ASPNA-TR. We also evaluated uptake into parental CHO-K1 cells and mutant CHO-745 

cells, in which GAG synthesis is defective due to the lack of xylosyl transferase activity (no 

heparan sulfate and chondroitin sulfate) (30). The uptake of both conjugates was four-fold 

decreased in CHO-745 cells compared to that into parental cells (Fig. 7B). These results 

confirmed that arginines confer an uptake advantage to the conjugate and show that 

electrostatic interactions between negatively charged GAGs at the cell surface and positively 

charged conjugates are involved in the endocytosis of both (R/W)9-ASPNA-TR and (K/W)9-

ASPNA-TR. Moreover, they suggest that lysine- and arginine-rich conjugates have different 

affinities for GAGs or interact with different cell surface GAGs.
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DISCUSSION 

In this work we showed, using a functional cell assay and fluorescence-based methods, that 

internalization of (R/W)9-PNA conjugates is energy-dependent and involves both 

macropinocytosis and clathrin-dependent and clathrin-independent endocytosis. Endosomal 

release of such conjugates for efficient antisense PNA activity was obtained by incubation 

with chloroquine.  

First we investigated the affinity for the mRNA target of CPP-ASPNA conjugates with either 

a disulfide bridge or a maleimide linker by measuring their inhibition of luciferase activity in 

SLO-permeabilized PPT/HeLa cells. We observed that positively charged CPPs contribute to 

the stabilization of RNA-PNA complexes if they are attached to the cargo when they reach 

the target. The disulfide bridge is used as linker to conjugate the PNA to a CPP because 

PNAs, like other polymers, can be easily functionalized with a thiol. The disulfide linkage is 

expected to be cleaved by the action of cytoplasmic glutathione to release a free PNA into the 

cell. Recently, Aubry et al. (22) showed that (R/W)9 disulfide-conjugated to a peptidic cargo 

can be cross-linked by cell-surface thiol proteins. In addition, they reported higher cell 

association and enhanced cell entry for (R/W)9 harbouring oxidized or reduced Cys residues 

compared to the free Cys version. Our results show that the linker does not affect the 

antisense activity of the conjugate. Indeed, stably linked (R/W)9-PNA complexes were only 

slightly less active than disulfide-linked conjugates. Similar results were obtained also in free 

uptake experiments using 150 µM chloroquine. It is possible that the CPP does not increase 

PNA affinity towards the target. Alternatively, the rate of intracellular degradation of (R/W)9 

could be comparable in both maleimide- and disulfide-linked conjugates.  

By investigating the co-localization of (R/W)9-PNA complexes with Alexa Fluor488-labeled 

dextran (marker of macropinocytosis), hTF (a CDE marker), and cholera toxin subunit B (a 

CIE marker) we showed that macropinocytosis, clathrin-mediated endocytosis, and caveola-

mediated endocytosis all contribute to (R/W)9-ASPNA-TR uptake. This indicates that the 

different pinocytosis pathways are not mutually exclusive, as was previously shown for TGF-

β internalization (31). After internalization using one of the pinocytosis pathways, the 

conjugates are observed in the endosomal/lysosomal compartments, as indicated by co-

localization with LysoTracker green (a dye used to label lysosomes in live cells) and as 

previously shown for other CPP-linked cargoes (32�34, 25, 35). Conjugates must escape from 



15

these compartments to elicit the PNA anti-sense effect in the cytosol. Our microscopy images 

show that endo/lysosomes of cells transfected in the presence of CQ are larger than in control 

cells without CQ and that the conjugate is concomitantly liberated in the cytoplasm.  Most 

probably, CQ accumulates in PPT/HeLa cells with a cell-to-medium concentration gradient of 

about 100 as it was described for human hepatocarcinoma cells (17). CQ unprotonated amines 

can absorb protons that are pumped into acidic vesicles, resulting in more protons being 

pumped in and leading to increased influx of Cl
-
 ions and water and finally to endosome 

swelling and rupture with the release of the conjugate in the cytoplasm. The antisense activity 

of the (R/W)9-ASPNA conjugate measured 24 hours after CQ treatment was identical to the 

activity of naked ASPNA in SLO-permeabilized cells, suggesting that endosomal escape is 

very efficient after CQ treatment. We observed very good correlations among cell uptake 

quantified by FACS analysis, cellular localization shown by fluorescence microscopy studies, 

and biological activity of the (R/W)9-ASPNA conjugate.  

Entrapment within the endosome/lysosome compartment after endocytosis remains a limiting 

factor to effective use of PNA-based agents. It has been reported that at high concentrations 

(> 3 µM) (R-Ahx-R)4-PNA and R6Pen-PNA conjugates induce splicing redirection in 

PPT/HeLa cells in the absence of endosomolytic agents; however the low efficacy and the 

toxicity due to the high concentration of arginine residues limit the use of these conjugates 

(36). Gait�s group attempted to improve the efficacy of (R-Ahx-R)4-PNA conjugates by 

synthesizing branched, arginine-rich dendrimer conjugates. However, 8-Arg branched 

peptide-PNA conjugates showed poor activity compared to the linear conjugate (10). An 

additional approach to disrupt endosomes is PCI, based on the use of phtalocyanine or 

porphyrin derivatives that localize inside endosomes and disturb endosomal membranes only 

at the illuminated sites (18). Using phtalocyanine as photosensitizer, Shiraishi and Nielsen 

showed that PCI treatment increases the antisense effect of a number of PNA-cationic peptide 

conjugates in HeLa cells (19). More recently, similar photo-endosomolytic effects were 

achieved with CPPs labeled with TAMRA (21, 20). Here, the (R/W)9-ASPNA-TAMRA 

conjugate efficiently escaped from endosomes upon light induction, but no antisense effect 

was detected possibly because this conjugate is sequestered in the cytosol. This indicates that 

the mild photosensitizer TAMRA is not appropriate for (R/W)9-PNA conjugates and that 

more effective photosensitizers, such as phtalocyanine or porphyrin derivatives, should be 

tested in the future.  
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We then investigated the role of the arginine residues of (R/W)9 in the cell uptake and 

biological activity of the conjugates. The cell uptake of the (K/W)9-ASPNA variant, in which 

all arginine where mutated in lysines, was six-fold decreased compared to (R/W)9-ASPNA in 

PPT/HeLa cells and four other cell lines, indicating that the arginine residues confer a cell 

uptake advantage to (R/W)9. Moreover, the strong decrease in (R/W)9-ASPNA and (K/W)9-

ASPNA cell uptake into CHO-745 cells, in which proteoglycan synthesis is defective due to 

the lack of xylosyl transferase activity, shows that glycosaminoglycans are implicated in the 

cell surface binding and internalization of both conjugates. However, upon competition with 

heparin, only the cell uptake of (R/W)9-ASPNA conjugate was reduced, whereas uptake of 

(K/W)9-ASPNA remained unchanged. These results suggest different interactions of the 

arginine-rich and lysine-rich conjugates with GAGs. The arginine-rich (R/W)9-ASPNA 

conjugate may interact more strongly with glypicans (heparan sulfate proteoglycans) than 

lysine-rich (K/W)9-ASPNA conjugate. This difference could be attributed to the structure of 

the guanidium head-group on the arginine residues that may allow formation of stable 

bidentate hydrogen bonds with highly negatively charged glycosaminoglycan 

polysaccharides, whereas only a single hydrogen bond is possible with the ammonium group 

of lysine. Similarly, Esbjörner�s group showed, using parental and mutated CHO cells, that 

the cell uptake of penetratin and of the arginine-rich variant PenArg is more efficient than that 

of the lysine-substituted PenLys (37). They also demonstrated that penetratin and the 

arginine-rich variant have higher binding affinity for plasma membrane vesicles than PenLys 

(38). It was recently shown for both penetratin and (R/W)9 that not only basic residues but 

also tryptophan residues are involved in the recruitment of cell-surface GAGs (39). 

In conclusion, in the present study we showed that the nonapeptide (R/W)9, which contains 

six arginine and three tryptophan residues, is a very efficient CPP to vehicle PNAs into 

eukaryotic cells. Release of the conjugate from endocytic vesicles with CQ or with PCI 

resulted in the same biological efficacy as observed in SLO-permeabilized cells. We also 

explored the possibility of delivery of a multifunctional molecule in which the (R/W)9-PNA 

complex was conjugated to the photosensitizer TAMRA for light induced endocytic escape. 

Despite a very efficient endosomal release, no biological effect was observed, highlighting the 

importance of performing both functional and fluorescence-based approaches to validate the 

efficacy of a conjugate. 
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LEGENDS TO FIGURES and TABLES:

Table 1: Unconjugated and conjugated PNA molecules used in this study.

PNA and peptide sequences are written from the N to the C terminus. PNA, peptide nucleic 

acid; mal, maleimide; TAMRA, 5�-carboxytetramethylrhodamine; TR, Texas red.  

Figure 1: Inhibition of luciferase activity in permeabilized PPT/HeLa cells.

Cells were reversibly permeabilized using SLO in the presence of 1.5 µM (final 

concentration) of naked or (R/W)9-conjugated PNAs. Luciferase activity was measured 24 h 

later and is expressed as luminescence/mg of protein (arbitrary units, a.u.). Percentages are 

relative to activity in untreated cells.  The values represent the mean ± SD of at least four 

independent experiments. ASPNA, antisense PNA; SCRPNA, scramble PNA; S-S, 

disulfide linker; mal, maleimide linker. 

Figure 2: Free cellular uptake of the different conjugates.

(A) Relative luciferase activity in PPT/HeLa cells incubated with naked or (R/W)9-

conjugated antisense PNAs (ASPNA) at the indicated concentrations with (grey bars) or 

without (white bars) 150 µM chloroquine (CQ) for 4 h in serum-free or 7% FCS Opti-MEM 

medium, as indicated. Luciferase activity was measured 24 h after addition of doxycycline 

and expressed as luminescence/mg of protein. Percentages are relative to luciferase activity in 

untreated cells.  (B) Cell viability was analyzed using the MTS cell proliferation assay, and 

values were normalized to the average value of the untreated sample. Values are the mean ±

SD of at least three independent experiments.

Figure 3: Kinetics and energy-dependence of (R/W)9-ASPNA-TR uptake into 

PPT/HeLa cells.  

(A) Cells were incubated with 1 µΜ (R/W)9-ASPNA-TR or with 1 µΜ ASPNA-TR for the 

indicated times. Fluorescence was measured by FACS, and data shown are the mean ± SD of 

three independent experiments. (B) PPT/HeLa cells were incubated with 1 µM (R/W)9-

ASPNA-TR at 37 °C or at 4 °C for 60 min or with 1 µM (R/W)9-ASPNA-TR and a mix of 10 

mM sodium azide (NaN3) and 6 mM deoxyglucose (DOG) to deplete cellular ATP at 37 ° for 

60 min. The histogram shows the fluorescence values (means ± SD of four independent 
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experiments) measured by FACS analysis.   

Figure 4: Effects of the chloroquine and light-induced endosomal escape on (R/W)9-

ASPNA internalization.  

(A) PPT/HeLa cells were incubated with 1 µM (R/W)9-ASPNA-TR with (+CQ) or without 

chloroquine (-CQ) for 4 or 24 h prior to microscopic observation. Images are the projection of 

all z-stacked signals (0.2 µm between each image). Light field (upper panels) and fluorescent 

images (lower panels) are shown. Scale bar: 30 µm. (B) Representative FACS data of cell 

uptake (TR fluorescence) of ASPNA-TR in the presence of CQ (red curve) or the absence 

(black curve) and of (R/W)9-ASPNA-TR in the presence of CQ (yellow curve) or the absence 

(blue curve). Fluorescence quantification (mean ± SD; n=5) is shown in the histogram. (C) 

PPT/HeLa cells were incubated at 37 °C with 1.5 µM (R/W)9-ASPNA-TAMRA in Opti-

MEM medium for 4 h and cultured in DMEM for 24 h. Images were taken immediately (-IR) 

or after 2 min of irradiation (+IR). Light field (left panels) and fluorescent images (middle 

and right panels) are shown. Images were taken with a 10x objective (top panels) and a 40x 

objective (lower panels). Scale bar: 200 µm (top panels), 50 µm (lower panels). 

Figure 5: Endocytosis pathways involved in (R/W)9-ASPNA-TR cell uptake.  

PPT/HeLa cells were incubated with Opti-MEM medium containing 1.5 µM (R/W)9-

ASPNA-TR and (A) 25 µg/ml Alexa Fluor 488-transferrin, (B) 0.15 µM Alexa Fluor 488-

dextran, or (C) 10 µg/ml Alexa Fluor 488-Cholera Toxin subunit B at 37 °C for 2 h and then 

analyzed. (D) Cells were incubated with 1.5 µM (R/W)9-ASPNA-TR conjugate and 1 µM 

Alexa Fluor 488-LysoTracker for 4 h and grown for 22 h in conjugate-free medium. Cells 

were observed using a Zeiss Axio Observer.Z1 microscope. Left panels show differential 

interference contrast images, middle panels fluorescence images, and right panels overlays of 

the fluorescent images (i.e., merged green and red channels). Scale bar: 20 µm. 

Figure 6: Substitution of (R/W)9 arginines by lysines reduces cell uptake and antisense 

activity of the conjugated ASPNA.

(A) PPT/HeLa cells were incubated with 1 µM (R/W)9-ASPNA-TR or 1 µM (K/W)9-

ASPNA-TR conjugates for 4 h. Intracellular fluorescence was measured by FACS, and the 

background fluorescence of the cells incubated with ASPNA-TR was subtracted. Histograms 

show the quantitative determinations (means ± SD; n=6). (B) PPT/HeLa cells were incubated 
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with the indicated concentrations of (R/W)9-ASPNA-TR or (K/W)9-ASPNA-TR in serum-

free Opti-MEM medium and 150 µM chloroquine for 4 h. Luciferase expression was induced 

by addition of 150 µL doxycycline. After 24 h cells were lysed and luciferase activity was 

measured. Values (means ± SD of at least seven independent experiments) were normalized 

to the average value of the not PNA-treated sample. 

Figure 7: Interaction of the conjugates with cell surface glycosaminoglycans.

(A) PPT/HeLa cells were pre-treated with 5 µg/mL heparin for 30 min. The medium was then 

replaced with Opti-MEM medium containing 1 µM (R/W)9-ASPNA-TR or 1 µM (K/W)9-

ASPNA-TR and 5 µg/mL heparin. After 1 h at 37 °C, cells were washed and the fluorescence 

was measured by FACS. Values represent the means ± SD of at least six independent 

experiments. (B) CHO K1 and CHO 745 cells were treated with 1 µM of the indicated 

conjugates for 4 h. The fluorescence was quantified by FACS. The values are the means ± SD 

of at least three independent experiments.  

Supplementary Figure 1: Relative luciferase activity in PPT/HeLa cells incubated with 1 

µM of the indicated (R/W)9-ASPNA conjugates in serum-free Opti-MEM medium in the 

presence or absence (NT) of 150 µM chloroquine for 4 h. Luciferase activity was measured 

24 h later and is expressed as luminescence/mg of protein. Percentages refer to untreated 

cells.  The values represent the mean ± SD of three independent experiments. 

Supplementary Figure 2: Relative luciferase activity in PPT/HeLa cells incubated with 

(R/W)9-ASPNA or (R/W)9-ASPNA-TAMRA at the indicated concentrations in serum-free 

Opti-MEM medium in the presence of 5 µM AlPcS2a for 4h. Cells were irradiated with red 

light (9 min) before doxycycline induction and luciferase activity was measured 24 h later. 

Supplementary Figure 3: Uptake of (R/W)9-ASPNA and (K/W)9-ASPNA into different 

human cell lines. U2OS (dark grey bars), MCF-7 (white bars), DU-145 (black bars), and 

Jurkat cells (light grey bars) were incubated with 1 µM (R/W)9-ASPNA or 1 µM (K/W)9-

ASPNA for 4 h and the fluorescence was quantified by FACS. Values represent the means ±

SD of at least three independent experiments. 
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Supplementary Figure 4: Inhibition of luciferase translation initiation in permeabilized 

PPT/HeLa cells. PPT/HeLa cells permeabilized with streptolysin-O were transfected with 1 

µM naked ASPNA or ASPNA conjugated to (R/W)9 or (K/W)9. Luciferase activity was 

measured 24 h later and is expressed as luminescence/mg of protein. Percentages refer to 

untreated cells. Values represent the means ± SD of at least three independent experiments.  

ACKNOWLEDGMENTS 

The authors thank Loll François for microscopy experiments. C. C. was supported by the 

French Ministry for Research. This work was supported by CNRS, INSERM, and MNHN.



21

REFERENCES 

1. Lundin, K. E., Good, L., Strömberg, R., Gräslund, A. and Smith, C. I. E. (2006) Biological 

activity and biotechnological aspects of peptide nucleic acid. Adv. Genet., 56, 1�51. 

2. Nielsen, P. E. (2010) Peptide nucleic acids (PNA) in chemical biology and drug discovery. 

Chem. Biodivers., 7, 786�804. 

3. Dean, D. A. (2000) Peptide nucleic acids: versatile tools for gene therapy strategies. Adv. 

Drug Deliv. Rev., 44, 81�95. 

4. Lebleu, B., Moulton, H. M., Abes, R., Ivanova, G. D., Abes, S., Stein, D. A., Iversen, P. L., 

Arzumanov, A. A. and Gait, M. J. (2008) Cell penetrating peptide conjugates of steric 

block oligonucleotides. Adv. Drug Deliv. Rev., 60, 517�529. 

5. Nielsen, P. E. and Shiraishi, T. (2011) Peptide nucleic acid (PNA) cell penetrating peptide 

(CPP) conjugates as carriers for cellular delivery of antisense oligomers. Artif DNA PNA 

XNA, 2, 90�99. 

6. Marlin ,F., Simon, P., Saison-Behmoaras, T. and Giovannangeli, C. (2010) Delivery of 

oligonucleotides and analogues: the oligonucleotide conjugate-based approach. 

Chembiochem, 11, 1493�1500. 

7. Wadia, J.S ., Stan, R. V. and Dowdy, S. F. (2004) Transducible TAT-HA fusogenic peptide 
enhances escape of TAT-fusion proteins after lipid raft macropinocytosis. Nat. Med., 10,

310�315. 

8. Kang, S. H., Cho, M. J. and Kole, R. (1998) Up-regulation of luciferase gene expression 

with antisense oligonucleotides: implications and applications in functional assay 

development. Biochemistry, 37, 6235�6239. 

9. Bendifallah, N., Rasmussen, F. W., Zachar, V., Ebbesen, P., Nielsen, P. E. and Koppelhus, 

U. (2006) Evaluation of cell-penetrating peptides (CPPs) as vehicles for intracellular 
delivery of antisense peptide nucleic acid (PNA). Bioconjug. Chem., 17, 750�758. 

10. Saleh, A. F., Arzumanov, A., Abes, R., Owen, D., Lebleu, B. and Gait, M. J. (2010) 
Synthesis and splice-redirecting activity of branched, arginine-rich peptide dendrimer 

conjugates of peptide nucleic acid oligonucleotides. Bioconjug. Chem., 21, 1902�1911. 

11. Abes, S., Turner, J. J., Ivanova, G. D., Owen, D., Williams, D., Arzumanov, A., Clair, P., 

Gait, M. J. and Lebleu, B. (2007) Efficient splicing correction by PNA conjugation to an 

R6-Penetratin delivery peptide. Nucleic Acids Res., 35, 4495�4502. 

12. Wu, R. P., Youngblood, D. S., Hassinger, J. N., Lovejoy, C. E., Nelson, M. H., Iversen, P. 

L. and Moulton, H. M. (2007) Cell-penetrating peptides as transporters for morpholino 

oligomers: effects of amino acid composition on intracellular delivery and cytotoxicity. 

Nucleic Acids Res., 35, 5182�5191. 

13. Madani, F., Lindberg, S., Langel, U., Futaki, S. and Gräslund, A. (2011) Mechanisms of 

cellular uptake of cell-penetrating peptides. J Biophys, 2011, 414729. 



22

14. Boutimah-Hamoudi, F., Leforestier, E., Sénamaud-Beaufort, C., Nielsen, P. E., 

Giovannangeli, C. and Saison-Behmoaras, T. E. (2007) Cellular antisense activity of 

peptide nucleic acid (PNAs) targeted to HIV-1 polypurine tract (PPT) containing RNA. 

Nucleic Acids Res., 35, 3907�3917. 

15. Delaroche, D., Aussedat, B., Aubry, S., Chassaing, G., Burlina, F., Clodic, G., Bolbach, 

G., Lavielle, S. and Sagan, S. (2007) Tracking a new cell-penetrating (W/R) nonapeptide, 

through an enzyme-stable mass spectrometry reporter tag. Anal. Chem., 79, 1932�1938. 

16. Aubry, S., Aussedat, B., Delaroche, D., Jiao, C.-Y., Bolbach, G., Lavielle, S., Chassaing, 

G., Sagan, S. and Burlina, F. (2010) MALDI-TOF mass spectrometry: a powerful tool to 
study the internalization of cell-penetrating peptides. Biochim. Biophys. Acta, 1798, 2182�

2189. 

17. Erbacher, P., Roche, A. C., Monsigny, M. and Midoux, P. (1996) Putative role of 

chloroquine in gene transfer into a human hepatoma cell line by DNA/lactosylated 
polylysine complexes. Exp. Cell Res., 225, 186�194. 

18. Berg, K., Selbo, P. K., Prasmickaite, L., Tjelle, T. E., Sandvig, K., Moan,J ., Gaudernack, 

G., Fodstad, O., Kjølsrud, S., Anholt, H., et al. (1999) Photochemical internalization: a 

novel technology for delivery of macromolecules into cytosol. Cancer Res., 59, 1180�

1183. 

19. Shiraishi, T. and Nielsen, P. E. (2006) Photochemically enhanced cellular delivery of cell 

penetrating peptide-PNA conjugates. FEBS Lett., 580, 1451�1456. 

20. Bøe, S. L., Longva, A. S. and Hovig, E. (2011) A novel photosensitizer for light-

controlled gene silencing. Nucleic Acid Ther, 21, 359�367. 

21. Srinivasan, D., Muthukrishnan, N., Johnson,G. A., Erazo-Oliveras, A., Lim, J., Simanek, 

E.E. and Pellois, J.-P. (2011) Conjugation to the cell-penetrating peptide TAT potentiates 
the photodynamic effect of carboxytetramethylrhodamine. PLoS ONE, 6, e17732. 

22.  Aubry, S., Burlina, F., Dupont, E., Delaroche, D., Joliot, A., Lavielle, S., Chassaing, G. 
and Sagan, S. (2009) Cell-surface thiols affect cell entry of disulfide-conjugated peptides. 

FASEB J., 23, 2956�2967. 

23. Kosuge, M., Takeuchi, T., Nakase, I., Jones, A. T. and Futaki, S. (2008) Cellular 

internalization and distribution of arginine-rich peptides as a function of extracellular 

peptide concentration, serum, and plasma membrane associated proteoglycans. Bioconjug. 
Chem., 19, 656�664. 

24. Burlina, F., Sagan, S., Bolbach, G. and Chassaing, G. (2005) Quantification of the cellular 
uptake of cell-penetrating peptides by MALDI-TOF mass spectrometry. Angew. Chem. Int. 

Ed. Engl., 44, 4244�4247. 

25. Richard, J. P., Melikov, K., Vives, E., Ramos, C., Verbeure, B., Gait, M. J., 

Chernomordik, L. V. and Lebleu, B. (2003) Cell-penetrating peptides. A reevaluation of 

the mechanism of cellular uptake. J. Biol. Chem., 278, 585�590. 

26. Vercauteren, D., Vandenbroucke, R. E., Jones, A. T., Rejman, J., Demeester, J., De 

Smedt, S. C., Sanders, N. N. and Braeckmans, K. (2010) The use of inhibitors to study 



23

endocytic pathways of gene carriers: optimization and pitfalls. Mol. Ther., 18, 561�569. 

27. Mousavi, S. A., Malerød, L., Berg, T. and Kjeken, R. (2004) Clathrin-dependent 

endocytosis. Biochem. J., 377, 1�16. 

28. Liu, A. P., Aguet, F., Danuser, G. and Schmid, S. L. (2010) Local clustering of transferrin 

receptors promotes clathrin-coated pit initiation. J. Cell Biol., 191, 1381�1393. 

29. Khalil, I. A., Kogure, K., Akita, H. and Harashima, H. (2006) Uptake pathways and 

subsequent intracellular trafficking in nonviral gene delivery. Pharmacol. Rev., 58, 32�45. 

30. Franco, C. R., Rocha, H. A., Trindade, E. S., Santos, I. A., Leite, E. L., Veiga, S. S., 

Nader, H. B. and Dietrich, C. P. (2001) Heparan sulfate and control of cell division: 
adhesion and proliferation of mutant CHO-745 cells lacking xylosyl transferase. Braz. J. 

Med. Biol. Res., 34, 971�975. 

31. Di Guglielmo, G. M., Le Roy, C., Goodfellow, A. F. and Wrana, J. L. (2003) Distinct 

endocytic pathways regulate TGF-beta receptor signalling and turnover. Nat. Cell Biol., 5,

410�421. 

32. El-Andaloussi, S., Johansson, H. J., Lundberg, P. and Langel, U. (2006) Induction of 

splice correction by cell-penetrating peptide nucleic acids. J Gene Med, 8, 1262�1273. 

33. Koppelhus, U., Awasthi, S. K., Zachar, V., Holst, H. U., Ebbesen, P. and Nielsen, P. E. 

(2002) Cell-dependent differential cellular uptake of PNA, peptides, and PNA-peptide 
conjugates. Antisense Nucleic Acid Drug Dev., 12, 51�63. 

34. Drin, G., Cottin, S., Blanc, E., Rees, A. R. and Temsamani, J. (2003) Studies on the 

internalization mechanism of cationic cell-penetrating peptides. J. Biol. Chem., 278,

31192�31201. 

35. Nakase, I., Niwa, M., Takeuchi, T., Sonomura, K., Kawabata, N., Koike, Y., Takehashi, 

M., Tanaka, S., Ueda, K., Simpson, J. C., et al. (2004) Cellular uptake of arginine-rich 

peptides: roles for macropinocytosis and actin rearrangement. Mol. Ther., 10, 1011�1022. 

36. Ivanova, G. D., Arzumanov, A., Abes, R., Yin, H., Wood, M. J. A., Lebleu, B. and Gait, 

M. J. (2008) Improved cell-penetrating peptide-PNA conjugates for splicing redirection in 

HeLa cells and exon skipping in mdx mouse muscle. Nucleic Acids Res., 36, 6418�6428. 

37. Amand, H. L., Rydberg, H. A., Fornander, L. H., Lincoln, P., Nordén, B. and Esbjörner, 
E. K. (2012) Cell surface binding and uptake of arginine- and lysine-rich penetratin 

peptides in absence and presence of proteoglycans. Biochim. Biophys. Acta, 1818, 2669�

2678. 

38. Amand, H. L., Boström, C. L., Lincoln, P., Nordén, B. and Esbjörner, E. K. (2011) 

Binding of cell-penetrating penetratin peptides to plasma membrane vesicles correlates 
directly with cellular uptake. Biochim. Biophys. Acta, 1808, 1860�1867. 

39. Bechara, C., Pallerla, M., Zaltsman, Y., Burlina, F., Alves, I. D., Lequin,O. and Sagan,S. 
(2013) Tryptophan within basic peptide sequences triggers glycosaminoglycan-dependent 

endocytosis. FASEB J., 27, 738�749. 



ASPNA:   H-TCCCCCCTTTTCT-Lys
!

SCRPNA: H-TTTTCCTCTCCCT-Lys
!

(R/W)9:     RRWWRRWRR-NH2!

(K/W)9:    KKWWKKWKK-NH2 !

H-Cys-PNA- (Lys,TR or TAMRA)!

S!
S!

H-Cys- (R/W)9 or (K/W)9 !

!"#$%&

'#($)&*&



!"

#!"

$!"

%!"

&!"

'!!"

'#!"

'$!"

()*)+" (,-.+"

/)01/" )2301/" (345+6*/)01/" (345+6*

)2301/"

!"
#$
%&
'(
)&
*(
#+
,
$-
.
*/
(
0"
1*

77"
77"

7"

89:;"'"



!"#$%&%

!"

#"

'%

&'%

('%

)'%

*'%

+''%

+&'%

+('%

+)'%

,-%!./% ,-%!./% ,-%!./% ,-%!./% ,-%!./%

/0/% 123%

4/564% 789:;<04/564% 789:;<0/.8564% 7=9:;<04/564%

$
%
&&
"'
()
*
(&
(+
,
"-
.
/"

.>%+?'%@A%

6B%

,-%!./%

'%

&'%

('%

)'%

*'%

+''%

+&'%

+('%

+$?% +$?% +% '$?% +$?% +% '$?% +$?% +$?% +$?% +$?%

/0/% 123% /0/% 123%

4/564% 789:;<04/564% 789:;<0

/.8564%

4/564% 789:;<04/564%

01
2(
3%
4)
5%
")
26
'
(+
,
"-
)
71
/"

.>%+?'%@A%

6B%



!"#$%&%

'%

('''%

)''''%

)('''%

*''''%

*('''%

&''''%

&('''%

'% )''% *''% &''% +''%
!
"
#
$
%&
'
(
)"
*+
"
$
+"
%%
,#
-'
.%

/0"%,01$.%

,-./0123456327-%

3456327-%

2%

3%

4%

5444%

6444%

7444%

8444%

9444%

:444%

;444%

<444%

=444%

5>%7;?@% 5>%8?@% 5>%7;?@%A%B#B7%A%CDE%3
#
+F
G
)(
'
$
H
I*
'
J
K)
#
+K
"
H
%0

"
#
$
%&
'
(
)"
*+
"
$
+"
%

,#
-'
.%

5>%7;?@%A%B#B7%A%

CDE%



!"

!"#$%&%

'%

('''%

)''''%

)('''%

*''''%

*('''%

+''''%

+('''%

&''''%

&('''%

(''''%

,-./,012% 3245670,-./,012%

#
$
%
&
"'
(
)
*$
+,
$
&
,$
""
-%
.(
/"

089%

:89%

;;%

0" 0%89% :%89% 0%89% :%89%

3245670,-./,012%
&%<% *&%<%



!"#$%&%

3245670,-./,01,=2,%

0%>2% :%>2%

1"



!"#$%&'""($)*+,,- ./0123)*456*)!/- 78'"9#:-

;'<="#$)*+,,- ./0123)*456*)!/- 78'"9#:-

>?79'"#-!7<($-@)*+,,- 78'"9#:-./0123)*456*)!/-

A:%7="#BC'")*+,,- ./0123)*456*)!/- 78'"9#:-

!"

#"

$"

%"

D(EF-G-



!"#$%&%

!"

#"

'''%

(%

)(%

*(%

&(%

+(%

,((%

,)(%

,$-% ,$-% ,% ($-%

./012345678549/% .:0123456785%

$%
&'
()
*+
,)
"+
&-
.
'/
0
"1
+
2%
3"

(%

-(((%

,((((%

,-(((%

)((((%

)-(((%

./012345678549/% .:012345678549/%

#
+
&4
5
*6
%
7
8
9,
%
:
/*
+
&/
)
8
";

)
+
7
"

<
%
6
*)
,&
)
7
&)
"1
+
2%
3"

''%



!"#$%&%

!"

#"

'%

('''%

)'''%

*'''%

+'''%

,'''%

-'''%

&'''%

.'''%

/'''%

(0%*&12% (0%*&12%3%04567"8%#
$
%&
'
()
*
+
,
-.
*
/
0(
$
%0
1
,
"2

1
$
+
"3
*
)
(1
.%
1
+
%1
"4
$
5*
6"

9:;</=>?@AB?>C:%

9D;</=>?@AB?>C:%

EE%

E%

E%

'%

)'''%

+'''%

-'''%

.'''%

(''''%

()'''%

9:;<=/>?@AB?>C:% 9D;<=/>?@AB?>C:%

#
$
%&
'
()
*
+
,
-.
*
/
0(
$
%0
1
,
"2

1
$
+
"

3
*
)
(1
.%
1
+
%1
"4
$
5*
6"

2FG%D(%

2FG%&+,%



!"##$%&%'()*+,-./0,1,

2,

32,

42,

52,

62,

122,

132,

142,

152,

162,

789:;<=>!?@>, 789:;<=>!?@>=A8, 789:;<=>!?@>=A>B8>, 789:;<=!C8?@>=A>B8>,

!"
#$
%&
'(
)&
*(
#+
,
$-
.
*/
(
0"
1*

CD,1E2,FB,

@A,



!"##$%&%'()*+,-./01,,

2,

12,

32,

42,

52,

622,

612,

632,

642,

607, 8, 607, 8,

9:;<=>?@!AB@, 9:;<=>?@!AB@?C@D:@,

!"
#
$%
&'
()
*'
!)
$+
,
%-
.
!/
)
0#
1!



!"##$%&%'()*+,-./01,

2,

3222,

42222,

43222,

52222,

53222,

6789:;<=!>?=<@7, 6A89:;<=!>?=<@7,

!
"
#$
%
&'
(
)
*
+,
(
-
.&
"
#.
/
*
01

/
"
)
0

2
(
'
&/
,#
/
)
#/
03
"
4(
50

B5C!,

DE-F,

GB4H3,

I"*J)(,



!"##$%&%'()*+,-./01,

2,

32,

12,

42,

52,

622,

7!897, :;<=>?@7!897, :A<=>?@7!897,

!"
#$
%&
'(
)&
*(
#+
,
$-
.
*/
(
0"
1*



! L<;1@-6-;!

45673-.8!++!9!+,-8.,6@3;6-3/,!28@@1@63.8!08;!IMN!

! "%(!

c) Internalisation Photochimique (PCI) : �tudes compl�mentaires 
 

La Figure 52 met en �vidence la relocalisation du conjugu� (R/W)9)-AS2-TAMRA 

des endosomes vers le cytoplasme puis vers le noyau, sous lÕeffet de lÕirradiation en continu 

sous le microscope LEICA DMIRE2 avec le filtre rhodamine. Le conjugu� semble 

sÕaccumuler majoritairement dans le noyau au bout de minutes, bien quÕun marquage 

cytoplasmique diffus persiste. Comme on peut le voir sur la derni�re image (t3), un signal de 

fluorescence associ� � des endosomes est encore observ� apr�s lÕirradiation, ce qui signifie 

que tous les endosomes ne lib�rent pas leur contenu au cours de la PCI. 

!

Figure 52 : PCI du conjugu� (R/W)9-AS2-TAMRA dans les cellules HeLa 1002.  

Le conjugu� est incub� pendant 4h � 1,5 µM dans de lÕopti-MEM, puis les cellules sont cultiv�es pendant 24h 
dans du milieu DMEM + 7% SVF, avant dÕobserver la fluorescence associ�e � la TAMRA avec le microscope 
Leica DMIRE2. Les images repr�sentent la fluorescence de la TAMRA observ�e � lÕojbectif 63X et � diff�rents 
temps dÕirradiation. t0 = 0s, t1 = 10s, t2 = 15s, t3 = 60s 

 

Nous avons ensuite voulu savoir si cette relocalisation par PCI permet de lib�rer une 

quantit� suffisante de PNA ou de conjugu� dans le noyau pour obtenir une inhibition de 

lÕactivit� lucif�rase. Pour cela, les valeurs de lucif�rase obtenues apr�s PCI dans les cellules 

trait�es avec le conjugu� (R/W)9-AS2-TAMRA seront compar�es � celles des cellules trait�es 

avec un conjugu� contr�le (R/W)9-scr2-TAMRA, compos� du m�me CPP (R/W)9 et dÕun 

PNA scramble. Pour sÕassurer que la PCI est aussi observ�e avec ce conjugu� contr�le, les 

cellules HeLa 1002 ont �t� trait�es dans les m�mes conditions que pour le conjugu� (R/W)9-

AS2-TAMRA, soit 4h � 1,5 µM ou 3 µM, avec une observation au microscope 24h plus tard. 

La Figure 53 repr�sente les images obtenues et montre que le ph�nom�ne de PCI est bien 
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reproduit avec le conjugu� contr�le, d�s 1,5 µM au bout de 2 min, avec une accumulation 

nucl�aire qui est encore plus prononc�e � 3 µM en conjugu�. 

 

!

Figure 53 : PCI observ�e pour le conjugu� (R/W)9-scr2-TAMRA dans les cellules HeLa 1002.  

Les cellules sont trait�es pendant 4h avec le conjugu� � 1,5 (images du haut) ou 3 µM, puis cultiv�es pendant 
24h dans du DMEM + 7% SVF, avant dÕobserver la fluorescence associ�e � la TAMRA, avec le microscope 
Leica DMIRE2 et lÕobjectif 40X. LB : lumi�re blanche, NI : non irradi�es, I =2 min : apr�s 2 min dÕirradiation 

 

LÕactivit� lucif�rase apr�s traitement des cellules HeLa 1002 pendant 4h avec le 

conjugu� (R/W)9-AS2-TAMRA ou le conjugu� (R/W)9-scr2-TAMRA, irradiation � 545 nm 

et mesure de lÕactivit� lucif�rase 24h apr�s induction de son expression a ensuite �t� 

d�termin�e. Diff�rentes puissances et dur�es dÕirradiation ont �t� test�es (11 mW/cm2 pendant 

10 min ; 120 mW/cm2 pendant 5/10/15/30 min ; 135 mW/cm2 pendant 15 et 30 min ; 270 

mW/cm2 pendant 15 min) et �taient associ�es � une photo-lib�ration dans le cytoplasme, 

syst�matiquement v�rifi�e au microscope apr�s lÕirradiation des cellules. Aucune inhibition 

de la lucif�rase nÕa �t� obtenue dans ces conditions. La Figure 54 pr�sente les r�sultats 

obtenus pour une irradiation � 270 mW/cm2 pendant 15 min. Aucune inhibition nÕest observ�e 

en absence dÕirradiation des cellules et, de mani�re inattendue, nous observons des exaltations 

pour les cellules irradi�es. Ces exaltations sont plus importantes pour le conjugu� contr�le que 

pour le conjugu� (R/W)9-AS2-TAMRA. 
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Figure 54 : Activit� lucif�rase obtenue pour les conjugu�s (R/W)9-PNA-TAMRA apr�s PCI.  

Les cellules HeLa 1002 ont �t� trait�es pendant 4h � 37¡C avec les conjugu�s aux concentrations indiqu�es, et 
irradi�es 24h plus tard pendant 15 min � 270 mW/cm2 � 545 nm. LÕactivit� lucif�rase a �t� mesur�e 24 heures 
apr�s ajout de la doxycycline, successivement � lÕirradiation. 

 

Le Tableau 6 r�capitule les r�sultats obtenus au cours des exp�riences de PCI, en 

pr�sence ou non de phthalocyanine dÕaluminium. 

 

Conditions 

dÕirradiation 

Puissance 

(mW/cm
2
) 

Photosensibilisateur 
(R/W)9-

AS2 

(R/W)9-AS2-

TAMRA 

9 min � 650 nm 250  
phthalocyanine 
dÕaluminium 

+ - 

15 min � 545 nm 270 TAMRA  - 
 

Tableau 6 : Conditions de PCI r�alis�es dans nos �tudes avec les conjugu�s (R/W)9-AS2 et (R/W)9-AS2-

TAMRA.  

En absence de phthalocyanine dÕaluminium, la PCI est assur�e par la TAMRA situ�e sur le conjugu� (R/W)9-
AS2-TAMRA. Les + ou - signifient quÕune activit� biologique a �t� observ�e (+) ou non (-) dans ces conditions. 

 

1. 3. Conjugu�s CPP-AS1 
 

Les �tudes m�canistiques sur lÕinternalisation du PNA AS2 par le CPP (R/W)9 ont 

�galement �t� r�alis�es avec le PNA AS1.  

Les valeurs dÕactivit� lucif�rase obtenues dans les cellules HeLa 1002 perm�abilis�es 

avec la SLO, avec les conjugu�s CPP-AS1, en comparaison aux r�sultats qui ont �t� obtenus 
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pour les conjugu�s CPP-AS2 (d�j� pr�sent�s dans lÕarticle d�crit plus haut), sont pr�sent�es 

sur la Figure 55. Ces valeurs sont exprim�es en % dÕactivit� lucif�rase par rapport � celles des 

cellules perm�abilis�es en absence de PNA ou de conjugu� (fix�es � 100%). En accord avec 

ce qui a �t� montr� par Boutimah et al, le PNA AS1 nu inhibe lÕactivit� lucif�rase dÕenviron 

60%, et cette inhibition est inf�rieure � celle obtenue avec le PNA AS2 (Boutimah-Hamoudi 

et al. 2007). Comme nous lÕavons montr� dans le cas du PNA AS1, le couplage des CPP 

(K/W)9 et (R/W)9 par pont disulfure au PNA AS1, nÕaffecte par lÕactivit� de ce dernier. 

LÕactivit� du conjugu� mal�imide (R/W)9-AS1(mal) semble �tre l� aussi inf�rieure � celle du 

conjugu� disulfidique (R/W)9-AS1. Cependant, lÕexp�rience devra �tre renouvel�e pour 

d�terminer si cette l�g�re diff�rence est r�ellement significative. Le contr�le de la sp�cificit� 

des inhibitions obtenues pour ces conjugu�s CPP-AS1 est r�alis� par comparaison avec le 

conjugu� (R/W)9-scr1, le scr1 �tant un PNA scramble de m�me composition en bases que le 

PNA AS1. 

 

!

Figure 55 : Inhibition de lÕactivit� lucif�rase par les PNA et conjugu�s PNA-CPP dans les cellules HeLa 

1002 perm�abilis�es avec la SLO.  

Les cellules HeLa sont perm�abilis�es pendant 15 min en pr�sence de SLO et du PNA ou conjugu� indiqu� � 1 
µM final. LÕactivit� lucif�rase est mesur�e 24h apr�s induction de lÕexpression du g�ne par la doxycycline et 
exprim�e en % par rapport aux valeurs obtenues pour les cellules perm�abilis�es non trait�es. 

 

La quantification par cytom�trie en flux de lÕinternalisation du conjugu� (R/W)9-AS1 

conjugu� au TR en 4h dans les cellules HeLa 1002 montre que ce conjugu� est environ deux 

fois moins internalis� que le conjugu� (R/W)9-AS2-TR (Figure 56). Ce r�sultat sugg�re un 

effet de la s�quence du PNA sur lÕefficacit� de son internalisation par CPP. La variabilit� des 

donn�es est assez grande, cÕest pourquoi cette exp�rience serait � reproduire. Cependant 

lÕanalyse statistique indique que cette diff�rence est significative. Les r�sultats pr�sent�s sur 

la Figure 57 ont confirm� cette diff�rence dÕinternalisation entre les deux conjugu�s, dans 



! L<;1@-6-;!

45673-.8!++!9!+,-8.,6@3;6-3/,!28@@1@63.8!08;!IMN!

! "&"!

quatre autres lign�es cellulaires humaines. La s�quence m�me du PNA peut donc moduler 

lÕefficacit� de son internalisation, probablement en influant sur les structures 

intramol�culaires du PNA, ou sur les interactions PNA-PNA et lÕ�tat dÕaggr�gation des 

conjugu�s. 

 

!

Figure 56 : Internalisation des PNA AS1 et AS2 conjugu�s au CPP (R/W)9 dans les cellules HeLa 1002.  

Les cellules HeLa 1002 ont �t� trait�es pendant 4h � 37¡C avec le conjugu� indiqu� � 1 µM. La fluorescence du 
Texas Red (TR) est ensuite mesur�e par cytom�trie de flux. Les moyennes de fluorescence ont �t� corrig�es par 
soustraction de la fluorescence obtenue par les PNA AS1 et AS2 non conjugu�s au CPP. *pvalue = 0,037 avec le 
test Mann Whitney. 

 

 

!

Figure 57 : Internalisation des PNA AS1 et AS2 conjugu�s au CPP (R/W)9 dans 4 lign�es cellulaires 

humaines. 

Les cellules ont �t� trait�es pendant 4h � 37¡C avec le conjugu� indiqu� � 1 µM. La fluorescence du Texas Red 
(TR) est ensuite mesur�e par cytom�trie de flux. Les moyennes de fluorescence ont �t� corrig�es par soustraction 
de la fluorescence obtenue par les PNA AS1 et AS2 non conjugu�s au CPP. 
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LÕinvestigation du m�canisme dÕinternalisation du conjugu� (R/W)9-AS1-TR, par des 

exp�riences de d�pl�tion �nerg�tique, a r�v�l� que lÕendocytose est le processus 

majoritairement impliqu� (Figure 58), comme cÕest aussi le cas pour le conjugu� (R/W)9-

AS2-TR. En effet, lÕinternalisation est fortement diminu�e lorsque le conjugu� est incub� � 

4¡C ou � 37¡C en pr�sence dÕinhibiteurs dÕATP, lÕazoture de sodium (NaN3) et le 2-d�oxy-D-

glucose (DOG). Le NaN3 est un agent d�couplant des phosphorylations oxydatives de la 

cha�ne respiratoire et le DOG est un inhibiteur comp�titif de la glycolyse. Ces mol�cules 

inhibent la production dÕATP. A 4¡C, les r�actions d�pendantes de lÕ�nergie sont �galement 

inhib�es, cÕest pourquoi ces deux conditions (4¡C et pr�sence de NaN3+DOG) sont 

classiquement utilis�es pour mettre en �vidence lÕinternalisation dÕune mol�cule par 

endocytose. Les images de microscopie de fluorescence mettent en �vidence un marquage 

beaucoup moins intense, et la quantification de la fluorescence associ�e au Texas Red par 

cytom�trie de flux montre une diminution de celle-ci dans ces conditions de d�pl�tion 

�nerg�tique (Figure 58). 
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Figure 58 : D�pendance �nerg�tique de lÕinternalisation du conjugu� (R/W)9-AS1-TR dans les cellules 

HeLa 1002.  

Les cellules HeLa 1002 sont incub�es pendant 1h avec le conjugu� (R/W)9-AS1-TR � 1 µM, � 37¡C, � 4¡C ou � 
37¡C en pr�sence de 10 mM dÕazoture de sodium (NaN3) et de 6 mM de 2-d�oxy-D-glucose (DOG). Des 
acquisitions microscopiques sont ensuite r�alis�es avec le microscope Zeiss Axio Observer Z1 (A) et la 
fluorescence est quantifi�e par cytom�trie en flux (B). A : les images du haut correspondent au signal du Texas 
Red et celles du bas correspondent aux images en lumi�re blanche. B : Les moyennes de fluorescence ont �t� 
corrig�es par soustraction de la valeur correspondant � lÕautofluorescence des cellules (cellules non trait�es). 

 

Nous avons mis en �vidence dans lÕarticle pr�sent� plus haut, une interaction entre le 

conjugu� (R/W)9-AS2-TR et les glycosaminoglycanes (GAG) membranaires tels que les 

h�paranes sulfates (HS) et les chondro�tines sulfates (CS), probablement � lÕorigine de son 

internalisation. Pour rechercher si le conjugu� (R/W)9-AS1-TR int�ragit avec ces m�mes 

composants de la membrane plasmique, son internalisation a �t� quantifi�e par cytom�trie en 

flux, dans les cellules CHO K1 (WT) et CHO 745, d�ficientes en HS et CS. La Figure 59 

montre que le conjugu� est environ trois fois moins internalis� dans les cellules CHO 745 par 

rapport aux cellules CHO K1. La diff�rence dÕinternalisation entre les conjugu�s (R/W)9-
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AS1-TR et (R/W)9-AS2-TR ne semble donc pas �tre d�e � une diff�rence dÕinteraction avec 

les GAG membranaires. 

 

!

Figure 59 : Comparaison de lÕinternalisation du conjugu� (R/W)9-AS1-TR dans les cellules CHOK1 et 

dans les cellules CHO745.  

Les cellules CHO ont �t� trait�es pendant 4h avec le conjugu� � 1 µM puis la fluorescence du Texas Red a �t� 
quantifi�e par cytom�trie en flux. Les moyennes de fluorescence obtenues ont �t� corrig�es par les valeurs 
obtenues pour les cellules trait�es avec le PNA AS2-TR. 

 

Enfin, nous avons �tudi� lÕinfluence de la chloroquine sur la quantit� de conjugu� 

internalis� dans les cellules HeLa. Nous avons montr� dans lÕarticle que lÕinternalisation du 

conjugu� (R/W)9-AS2-TR est stimul�e dÕun facteur quatre en pr�sence de CQ. Le co-

traitement des cellules pendant 4h en pr�sence du conjugu� (R/W)9-AS1-TR et de 150 µM de 

CQ, suivi de la mesure de fluorescence par cytom�trie en flux, met en �vidence une exaltation 

du m�me ordre (dÕun facteur cinq) de lÕinternalisation pour ce conjugu� (Figure 60). Des 

r�sultats similaires sont obtenus pour le conjugu� (K/W)9-AS2-TR (Figure 60). 
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Figure 60 : Effet du co-traitement des cellules HeLa 1002 avec les diff�rents conjugu�s CPP-PNA-TR et la 

chloroquine (CQ).  

Les cellules HeLa ont �t� trait�es pendant 4h avec 1 µM du conjugu� indiqu�, en pr�sence ou en absence de 150 
µM de chloroquine (CQ). La fluorescence �mise par le Texas Red est ensuite quantifi�e par cytom�trie en flux et 
corrig�e par la valeur obtenue pour les cellules trait�es dans les m�mes conditions avec le PNA AS2-TR. 

 

1. 4. Etudes compl�mentaires 
 

a) Profils de marquage dans les cellules HeLa non perm�abilis�es vs 
perm�abilis�es  
 

Les images de microscopie pr�sent�e sur la Figure 61 mettent en �vidence le 

marquage v�siculaire observ�e pour les conjugu�s (R/W)9-AS2-TR et (K/W)9-AS2-TR, au 

bout de 4h dÕincubation dans lÕopti-MEM. Le PNA AS2 conjugu� simplement au TR montre 

une internalisation quasiment nulle. La fluorescence associ�e au conjugu� (K/W)9-AS2-TR 

est beaucoup moins intense que celle observ�e avec le conjugu� (R/W)9-AS2-TR, et le 

nombre de v�sicules fluorescentes est �galement r�duit.  
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Figure 61 : Internalisation cellulaire des conjugu�s (R/W)9-AS2-TR et (R/W)9-AS2-TR dans les cellules 

HeLa 1002.  

Les cellules ont �t� trait�es pendant 4h avec 1 µM du conjugu� indiqu� ou du PNA AS2-TR dans lÕopti-MEM. 
Le milieu a ensuite �t� remplac� par de lÕHBSS pour lÕobservation avec le microscope Zeiss Axio Observer Z1. 
Temps dÕexposition : 100 ms pour les conjugu�s (R/W)9- et (K/W)9-AS2-TR ; 300 ms pour le contr�le AS2-TR. 

!

Ce marquage v�siculaire correspond � une s�questration des conjugu�s dans les 

endosomes, tr�s probablement � lÕorigine de lÕabsence dÕactivit� biologique des PNA apr�s 

p�n�tration libre en absence de chloroquine. La perm�abilisation des cellules par la SLO 

induit la formation de pores dÕenviron 30 nm de diam�tre dans la membrane plasmique. Ces 

pores sont donc suppos�s laisser les conjugu�s circuler librement du milieu ext�rieur vers le 

cytosol et un marquage diffus est donc attendu en microscopie. Pour conna�tre le type de 

marquage associ� � une activit� biologique des PNA et conjugu�s, nous avons donc observ� 

les cellules perm�abilis�es � la SLO en pr�sence des conjugu�s fluorescents (R/W)9-AS2-TR 

et (K/W)9-AS2-TR. Un marquage toujours majoritairement v�siculaire a �t� mis en �vidence 

dans ces conditions, pour les deux conjugu�s. Un tr�s l�ger marquage nucl�aire est �galement 

observ� dans certaines cellules (non visible sur les images). Nous avons montr� dans lÕarticle 

que lÕactivit� des conjugu�s (R/W)9-AS2 et (K/W)9-AS2 dans les cellules perm�abilis�es � la 

SLO est la m�me pour les deux conjugu�s (environ 70% dÕinhibition), et quÕelle est 

�quivalente � celle du PNA AS2 nu. Nous avons v�rifi� que les m�me quantit�s de conjugu�s 

sont internalis�es dans les cellules perm�abilis�es, en mesurant par cytom�trie en flux 

lÕinternalisation des conjugu�s marqu�s au Texas Red (Figure 62A, histogramme). En effet, 

une quantit� �gale de fluorescence est associ�e aux deux conjugu�s. La Figure 62B montre les 
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valeurs dÕactivit� lucif�rase obtenues pour ces conjugu�s-TR dans les cellules perm�abilis�es. 

LÕactivit� est fortement r�duite dans le cas des conjugu�s poss�dant un groupement TR 

(environ 40% dÕinhibition de lÕactivit� lucif�rase), en comparaison � lÕactivit� des conjugu�s 

sans le TR. Il nÕest donc pas exclu que la fluorescence cytoplasmique diffuse soit plus 

importante pour les conjugu�s sans le TR, et quÕelle soit responsable de lÕactivit� biologique 

sup�rieure. 

!

Figure 62 : Perm�abilisation par la SLO des cellules HeLa 1002 en pr�sence des conjugu�s (R/W)9-AS2-

TR et (K/W)9-AS2-TR.  

2,6x105 cellules ont �t� incub�es 15 min en pr�sence de SLO et du conjugu� indiqu�. LÕajout de milieu 
DMEM+SVF permet la neutralisation de la SLO et lÕobturation des pores. LÕactivit� lucif�rase et les 
acquisitions en microscopie de fluorescence ont �t� r�alis�es 24h apr�s induction de lÕexpression de la lucif�rase 
par la doxycycline. Les concentrations en oligomers dans le volume final apr�s neutralisation sont de 1 µM. 

 

b) Comparaison de lÕefficacit� de diff�rents agents lysosomotropiques 
 

Nous avons utilis� dÕautres agents lysosomotropiques afin de destabiliser les v�sicules 

dÕendocytose, tels que le chlorure de calcium (CaCl2) et le sucrose. Ces mol�cules ont d�j� �t� 

d�crites dans la litt�rature pour lib�rer des conjugu�s CPP-PNA des endosomes (Abes, 

Williams, et al. 2006; Torres et al. 2011; Shiraishi & Nielsen 2006a; Shiraishi et al. 2005). 

Tout comme la chloroquine, ces mol�cules sÕaccumulent dans les v�sicules acides et 
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provoquent leur lyse osmotique. LÕeffet du co-traitement de ces mol�cules avec le conjugu� 

(R/W)9-AS1-TR en internalisation libre a tout dÕabord �t� observ� en microscopie de 

fluorescence (Figure 63). LÕeffet de la chloroquine sur lÕinternalisation de ce conjugu� est 

visiblement le m�me que pour le conjugu� (R/W)9-AS2-TR, cÕest-�-dire une augmentation de 

la taille des v�sicules dÕendocytose. Le sucrose semble avoir le m�me effet, mais de mani�re 

moins efficace, lÕaspect des v�sicules �tant le m�me avec une fluorescence moins forte. Le 

co-traitement avec du chlorure de calcium induit un profil diff�rent, sans augmentation de la 

taille des v�sicules mais avec un marquage nucl�aire beaucoup plus prononc�. 

 

!

Figure 63 : Internalisation cellulaire du conjugu� (R/W)9-AS1-TR dans les cellules HeLa 1002, en 

pr�sence de diff�rents agents lysosomotropiques.  

40 000 cellules /puits ont �t� ensemenc�es la veille du traitement dans une microchambre IBIDI. Les cellules ont 
�t� trait�es pendant 4h dans de lÕopti-MEM en pr�sence du conjugu� (R/W)9-AS1-TR � 1 µM et de chloroquine 
(CQ), sucrose ou CaCl2 aux concentrations indiqu�es. Le milieu est ensuite remplac� par de lÕHBSS pour 
observation au microscope � fluorescence Zeiss. 

 

LÕoriginalit� du profil de fluorescence observ� en pr�sence de 6 mM de CaCl2 nous a 

conduit � investiguer lÕactivit� biologique du conjugu� (R/W)9-AS2 en p�n�tration libre en 

pr�sence de CaCl2. La concentration de 6 mM a tout dÕabord �t� test�e, car elle correspond � 

la concentration g�n�ralement employ�e dans la litt�rature pour les PNA (Torres et al. 2011; 

Shiraishi & Nielsen 2006a) et � la concentration que nous avons test� en microscopie (Figure 

64) et pour laquelle une internalisation nucl�aire est observ�e. A cette concentration aucune 

inhibition de lÕactivit� lucif�rase nÕa �t� obtenue. Nous avons donc augment� la concentration 
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en CaCl2 � 11 mM et 18 mM. A 11 mM aucune inhibition de la lucif�rase nÕest observ�e (non 

montr�). A 18 mM, une inhibition de pr�s de 40% est observ�e. Cependant, cette exp�rience 

nÕa �t� r�alis�e quÕune fois et le contr�le correspondant au PNA AS2 nu inhibe �galement 

lÕactivit� de la lucif�rase (30% dÕinhibition). Cette exp�rience est donc � reproduire pour 

pouvoir r�ellement conclure sur lÕefficacit� du calcium pour potentialiser lÕactivit� de nos 

conjugu�s dans ce syst�me. 

 

!

Figure 64 : Activit�s lucif�rase apr�s internalisation libre du conjugu� (R/W)9-AS2 en pr�sence de CaCl2.  

Les cellules HeLa 1002 sont trait�es pendant 4h en pr�sence du PNA AS2, du conjugu� (R/W)9-AS2 ou du 
conjugu� (R/W)9-scr2, en pr�sence de 6 ou 18 mM de CaCl2. LÕactivit� lucif�rase est mesur�e 43h apr�s 
induction de lÕexpression de la lucif�rase par la doxycycline. 

 

c) Observation des conjugu�s en microscopie confocale 
 

Afin de sÕassurer que la fluorescence observ�e au microscope correspond bien � un 

marquage intracellulaire, nous avons voulu observer lÕinternalisation des conjugu�s avec un 

microscope confocal. La microscopie confocale offre en effet une meilleure r�solution et 

permet lÕ�limination du signal fluorescent provenant de plans focaux ext�rieurs � la cellule. 

Les cellules HeLa 1002 ont �t� trait�es pendant 4h avec le conjugu� (R/W)9-AS1-TR, en 

pr�sence ou en absence de chloroquine, et les noyaux ont �t� marqu�s par le Hoechst. Afin de 

v�rifier la viabilit� des cellules observ�es, un colorant poss�dant une forte affinit� pour les 

acides nucl�iques (le SYTOX¨green) et marquant le noyau des cellules mortes, est �galement 

ajout� aux cellules. Les images obtenues avec le microscope confocal LEICA TCS-SP2 sont 

pr�sent�es sur la Figure 65. En absence de chloroquine, le signal correspondant au Texas Red 
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est cytoplasmique et v�siculaire, attestant de la localisation du conjugu� dans les endosomes. 

En pr�sence de chloroquine, nous retrouvons bien le marquage d�j� observ�, avec des 

v�sicules plus grosses et plus intenses, et un tr�s l�ger signal cytoplasmique diffus, associ� � 

un marquage du noyau dans certaines cellules. Le signal vert correspondant au marquage par 

le colorant vital SYTOX¨green. Aucun marquage nucl�aire nÕest observ� dans le vert, 

indiquant que les cellules sont vivantes. Un marquage ponctuel est observ�, r�sultant 

possiblement de lÕinternalisation du colorant par endocytose dans les cellules vivantes. 

!

Figure 65 : Observation en microscopie confocale, de cellules HeLa 1002 co-trait�es pendant 4h avec le 
conjugu� (R/W)9-AS1-TR et la chloroquine (CQ).  
Les cellules sont trait�es pendant 4h avec 1 µM de conjugu� (R/W)9-AS1-TR, en pr�sence ou non de 100 µM de 
chloroquine (CQ). 30 min avant la fin de lÕincubation, 200 ng/ml de Hoechst et 0,5 µM de Sytoxgreen sont 
ajout�s pour le marquage des noyaux et la d�tection des cellules mortes, respectivement. Les images du haut 
repr�sentent la superposition des signaux obtenus pour le Hoechst et le Texas Red et les images du bas 
repr�sentent le signal de SYTOX¨green correspondant aux m�mes cellules. Bleu : Hoechst ; Rouge : conjugu�-
TR ; Vert : SYTOX¨green 
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Afin de savoir si lÕimplication de lÕendocytose comme m�canisme principal 

dÕinternalisation de nos conjugu�s est d�pendante de la concentration en conjugu�s, nous 

avons r�alis� une �tude de lÕinternalisation du conjugu� (R/W)9-AS1-TR dans les cellules 

HeLa � diff�rentes concentrations (0,1 Ð 0,5 Ð 1 µM). Les images obtenues en microscopie 

confocale sont pr�sent�es Figure 66A. On observe que le PNA AS1 sans peptide nÕest pas 

internalis�. Le signal correspondant au conjugu� est v�siculaire et cytoplasmique d�s 0,1 µM 

en conjugu�, et le nombre de v�sicules augmente avec la concentration. La Figure 66B 

pr�sente lÕimage obtenue pour 1 µM en conjugu�, et lÕimage associ�e correspondant au signal 

vert du SYTOX¨green. Les noyaux des cellules (positionn�s par les fl�ches blanches) ne sont 

pas marqu�s par le colorant, t�moignant dÕune viabilit� cellulaire non alt�r�e en pr�sence de 1 

µM de conjugu�. 

 

!

Figure 66 : Effets de la concentration du conjugu� (R/W)9-AS1-TR sur lÕinternalisation dans les cellules 

HeLa 1002.  

Les cellules HeLa 1002 ont �t� trait�es avec les concentrations indiqu�es de PNA AS1-TR ou de conjugu� 
(R/W)9-AS1-TR pendant 1h � 37¡C.  200 ng/ml de Hoechst pour la coloration des noyaux et 0,5 µM de 
Sytoxgreen pour la d�tection des cellules mortes, sont ajout�s 30 min avant lÕobservation en microscopie 
confocale. A. Superposition des signaux correspondants au Hoechst (noyaux ; bleu) et au Texas Red  (rouge). B. 
Marquage du sytoxgreen (vert) correspondant � lÕimage obtenue pour le traitement avec 1 µM de conjugu� 
(R/W)9-AS1-TR. Les fl�ches blanches indiquent la position des noyaux.  
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II. 2. Internalisation du PNA C-13 dirig� contre lÕARNm 

de lÕIGF1R dans les cellules DU145 par le CPP (R/W)9 
 

Le PNA C-13, s�lectionn� sur la base de lÕactivit� biologique in vitro et in cellulo 

(voir Chapitre I) a �t� conjugu� par pont disulfure au CPP (R/W)9, afin de permettre son 

internalisation dans les cellules humaines.  

La premi�re �tape a �t� de v�rifier que ce conjugu� inhibe la traduction dÕIGF1R-" 

dans les cellules DU145 transfect�es par nucl�ofection. Une nucl�ofection en pr�sence du 

conjugu� (R/W)9-C13, du PNA C-13 nu, du PNA 959 ou du PNA scramble 13-mer scr1 a 

donc �t� r�alis�e, suivie dÕun western blot 48 heures post-transfection. La Figure 67 pr�sente 

deux exp�riences ind�pendantes, montrant que lÕactivit� du conjugu� pour lÕinhibition de la 

traduction dÕIGF1R-" est l�g�rement plus faible que celle du PNA C-13 nu. Les inhibitions 

obtenues avec le conjugu� (R/W)9-C13 dans les cellules transfect�es sont donc comprises 

entre 30 et 50%. 

 

!

Figure 67 : Expression dÕIGF1R-! dans les cellules DU145 �lectropor�es en pr�sence des PNA indiqu�s ou 

du conjugu� (R/W)9-C13.  

Les cellules DU145 ont �t� �lectropor�es en pr�sence des PNA indiqu�s ou du conjugu� (R/W)9-C13 � 1 µM, 
puis un western blot est r�alis� sur les lysats cellulaires 48h apr�s transfection. LÕexpression dÕIGF1R-" (90 
kDa) est r�v�l�e par lÕanticorps C20. La quantit� de prot�ines d�pos�e dans chaque puits est normalis�e par 
r�v�lation de la "-actine (42 kDa). Sous chaque puits est indiqu� le % dÕinhibition dÕIGF1R-" par rapport aux 
cellules �lectropor�es sans PNA (point 0).  
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Avant dÕ�tudier lÕinternalisation libre du conjugu� dans les cellules DU145 en 

pr�sence de chloroquine, nous avons voulu v�rifier que la chloroquine exerce le m�me effet 

que celui observ� dans les cellules HeLa 1002 avec les conjugu�s (R/W)9-PNA-TR. Pour cela, 

nous avons visualis� en microscopie de fluorescence, lÕinternalisation du conjugu� (R/W)9-

AS2-TR dans les cellules DU145 en pr�sence et en absence de chloroquine. LÕeffet de la 

chloroquine sur lÕinternalisation est similaire � celui observ� dans les cellules HeLa, cÕest-�-

dire une augmentation de la taille des v�sicules contenant le conjugu� (Figure 68). 

Le co-traitement des cellules DU145 avec le conjugu� (R/W)9-C13 et la chloroquine 

pendant 4h, conduit � une inhibition de lÕexpression dÕIGF1R-" dÕenviron 80%, apr�s 48h de 

culture post-traitement (Figure 69). Ce r�sultat est � confirmer en reproduisant lÕexp�rience, et 

en ajoutant le PNA C-13 nu, � la m�me concentration, pour v�rifier que lÕinhibition est bien 

due � lÕaugmentation de lÕinternalisation r�sultant de la conjugaison avec le CPP. 

 

!

Figure 68 : Internalisation du conjugu� (R/W)9-AS2-TR dans les cellules DU145 en absence (NT) ou en 

pr�sence de 150 µM de chloroquine (CQ).   

50 000 cellules ensemenc�es la veille de lÕexp�rience ont �t� trait�es pendant 4h avec le conjugu� (R/W)9-AS2-
TR � 1,5 µM, en pr�sence ou non de 150 µM de CQ. Le milieu de traitement est ensuite remplac� par de lÕHBSS 
pour observation avec un microscope � fluorescence (Leica DMIRE2). 

!
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Figure 69 : Expression dÕIGF1R-! dans les cellules DU145 trait�es avec le conjugu� (R/W)9-C13.  

Les cellules DU145 ont �t� trait�es pendant 4h avec le conjugu� (R/W)9-C13 aux concentrations indiqu�es, en 
opti-MEM en pr�sence de 150 µM de chloroquine et cultiv�es pendant 48h dans du milieu RPMI 10% SVF. Un 
western blot est ensuite r�alis� sur les lysats cellulaires, et lÕexpression dÕIGF1R-" (90 kDa) est r�v�l�e par 
lÕanticorps C20. La quantit� de prot�ines d�pos�e dans chaque puits est normalis�e par r�v�lation de la "-actine 
(42 kDa). Sous chaque puits est indiqu� le % dÕinhibition dÕIGF1R-" par rapport aux cellules �lectropor�es sans 
PNA (point 0).  

!

II. 3. Discussion 
 

Internalisation des PNA initi�e par le CPP (R/W)9 

 Nos r�sultats ont montr� que le conjugu� (R/W)9-AS2-TR atteint une internalisation 

maximale deux heures apr�s ajout dans le milieu de culture des cellules HeLa et que la 

quantit� internalis�e reste stable pendant au moins six heures. Le conjugu� interagit avec les 

GAG membranaires et son m�canisme dÕinternalisation dans les cellules HeLa implique 

majoritairement lÕendocytose, la p�n�tration �tant tr�s fortement diminu�e � 4¡C ou en 

pr�sence dÕinhibiteurs dÕATP. Ces r�sultats sont en accord avec ceux mesur�s dans des 

cellules CHO K1 et CHO 745 pour le peptide seul en utilisant une technique ind�pendante de 

la fluorescence (Delaroche et al. 2007; Walrant et al. 2011).  

Nous avons montr� par des exp�riences de colocalisations avec des marqueurs 

sp�cifiques de diff�rentes voies dÕendocytose que plusieurs voies de pinocytose 

(macropinocytose, endocytose d�pendante de la clathrine et endocytose ind�pendante de la 

clathrine) sont simultan�ment emprunt�es par le conjugu� (R/W)9-AS2-TR. Cependant, tout 

comme pour les inhibiteurs chimiques des voies dÕendocytose, la sp�cificit� des marqueurs 

fluorescents a �t� contest�e, ceux-ci pouvant �tre internalis�s par plusieurs voies dans 

certaines lign�es cellulaires (Vercauteren et al. 2010). Il serait donc n�cessaire de confirmer 

ces r�sultats par des exp�riences dÕinhibition de prot�ines sp�cifiquement impliqu�es dans 
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chacune des voies par lÕutilisation dÕARN interf�rents. Seule la combinaison des diff�rentes 

approches apporte des informations fiables sur la nature des voies dÕendocytose impliqu�es. 

LÕinternalisation par ces diff�rentes voies de pinocytose aboutit � la localisation du conjugu� 

dans les endosomes puis dans les lysosomes, comme en atteste sa colocalisation avec le 

lysotracker. Un avantage dÕune internalisation par endocytose pourrait �tre le contournement 

des m�canismes dÕexport allant � lÕencontre dÕune internalisation par translocation directe. 

LÕinconv�nient majeur repose sur la s�questration endosomale et la n�cessit� de lib�ration des 

mol�cules dans le cytosol avant leur d�gradation dans les lysosomes.  

  

Effets de la chloroquine 

LÕobservation microscopique des cellules co-trait�es avec le conjugu� (R/W)9-PNA-

TR et la chloroquine a mis en �vidence une augmentation du volume des endosomes et/ou 

lysosomes contenant le conjugu�. En effet, la chloroquine est un agent lysosomotropique bien 

connu qui p�n�tre et sÕaccumule dans les compartiments intracellulaires acides, tels que les 

lysosomes, entra�nant une consommation de protons et un influx de contre-ions et dÕeau par 

osmose. Une dilatation des lysosomes, voire m�me leur rupture sous lÕeffet de la pression 

osmotique est alors observ�e. De plus, le pH des lysosomes augmente de 4-4,5 � 6, ce qui 

rend inactives la plupart des enzymes lysosomales (Zhang & Mallapragada 2011). A travers 

son effet sur les lysosomes, la chloroquine peut �galement jouer un r�le dans lÕautophagie, qui 

est un processus cellulaire vital, consistant en la d�gradation de certains constituants 

cellulaires par les lysosomes, tels le r�ticulum endoplasmique ou les mitochondries (Yoon et 

al. 2010). La fusion entre les autophagosomes et les lysosomes, qui est lÕ�tape finale du 

processus dÕautophagie, est inhib�e par le traitement � la chloroquine (Yoon et al. 2010).  

Les tests dÕactivit� biologique des conjugu�s suite � la p�n�tration libre des conjugu�s 

dans les cellules HeLa 1002 ont mis en �vidence la n�cessit� dÕun co-traitement par la 

chloroquine pour lÕefficacit� des PNA AS1 et AS2. LÕutilisation de la chloroquine � des 

concentrations allant de 100 � 150 µM pour potentialiser lÕactivit� des PNA est couramment 

rapport�e dans la litt�rature (Abes, Williams, et al. 2006; Turner et al. 2005; Abes et al. 2007). 

Cet effet est attribu� � lÕ�chappement endosomal induit par la chloroquine. De fa�on 

surprenante, la quantification en cytom�trie en flux de lÕinternalisation du conjugu� (R/W)9-

AS2-TR a mis en �vidence une augmentation dÕun facteur quatre en pr�sence de chloroquine. 

Contrairement � nos r�sultats, des �tudes de quantifications rapport�es dans la litt�rature nÕont 

mis en �vidence aucune augmentation de lÕinternalisation en pr�sence de chloroquine (Caron 
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et al. 2004; Laufer & Restle 2008). Des �tudes suppl�mentaires devront �tre r�alis�es afin de 

comprendre cet effet non conventionnel de la chloroquine.  

 

Lysines vs arginines 

Nous avons montr� que le PNA AS2 est six fois moins internalis� par lÕanalogue 

(K/W)9 que par le peptide (R/W)9. Ceci r�sulte en lÕabsence dÕactivit� biologique � 1,5 µM, 

dans des conditions o� le conjugu� (R/W)9-AS2 inhibe dÕenviron 70% lÕactivit� lucif�rase. 

Les arginines ont donc un r�le crucial pour promouvoir lÕinternalisation cellulaire. Les deux 

conjugu�s interagissent avec les GAG membranaires, leur internalisation �tant r�duite dans 

les cellules CHO 745.  

La comparaison entre des homopolym�res de lysines et dÕarginines a permis de mettre 

en �vidence lÕimportance des lysines pour lÕinternalisation (Mitchell et al. 2000). Les 

homopolym�res de citrulline, comportant une ur�e � la place du groupement guanidinium ne 

sont pas internalis�s, sugg�rant que le groupement guanidinium est un composant structural 

crucial pour lÕinternalisation, gr�ce aux liaisons hydrog�nes bident�es quÕil peut former avec 

les groupements phosphates, carboxylates et sulfates de la membrane. Il est aujourdÕhui clair 

que les CPP comportant un grand nombre de r�sidus arginine sont plus efficaces que leurs 

analogues comportant des lysines, malgr� la m�me charge nette positive (Amand et al. 2008; 

Thor�n et al. 2003; Amand et al. 2012). Une �tude r�cente a montr� que lÕaffinit� 

membranaire sup�rieure de lÕanalogue PenArg (avec des arginines � la place des lysines dans 

la s�quence de la p�n�tratine) est � lÕorigine de lÕaugmentation de son internalisation en 

comparaison � lÕanalogue PenLys (lysines � la place des arginines). Des exp�riences de DLS 

(Dynamic Light Scattering) ont mis en �vidence que la richesse en arginines augmente la 

capacit� du peptide � fixer et lÕh�parine et � former des aggr�gats (Amand et al. 2012). 

LÕinduction de la formation de clusters apr�s fixation du peptide aux GAG membranaires 

pourrait donc �tre le facteur qui augmente lÕefficacit� dÕinternalisation des peptides riches en 

arginines par rapport aux peptides riches en lysines. Des exp�riences de DLS avec nos 

conjugu�s en pr�sence dÕh�parine pourraient permettre de confirmer cette hypoth�se. 

 

Importance du pont disulfure dans lÕinternalisation 

LÕimplication du pont disulfure dans des �changes avec des thiols membranaires, 

influant sur lÕefficacit� de lÕinternalisation a �t� �valu�e par comparaison avec lÕactivit� du 

m�me conjugu�, form� avec une liaison mal�imide, non labile. Nous ne disposions pas du 

conjugu� mal�imide marqu� avec le Texas Red et nÕavons donc pas pu directement comparer 
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les quantit�s internalis�es. Toutefois, lÕactivit� biologique dÕinhibition de lÕactivit� lucif�rase 

mesur�e pour ce conjugu� mal�imide est l�g�rement sup�rieure � celle obtenue pour le 

conjugu� disulfidique, sugg�rant une faible influence du pont disulfure sur la quantit� de 

conjugu� internalis�.  

Cette �tude met �galement en �vidence le fait quÕune liaison clivable permettant la 

lib�ration du PNA dans le cytoplasme nÕest pas requise pour lÕactivit� biologique. Ceci est en 

accord avec les r�sultats obtenus dans dÕautres �tudes (Wolf et al. 2006). Une limite � cette 

conclusion est que nous ignorons lÕ�tat r�el de r�duction du pont disulfure et le degr� de 

d�gradation du peptide dans la cellule. 

 

M�thodes de quantification 

LÕ�valuation de lÕinternalisation de nos conjugu�s repose sur des observations 

microscopiques en cellules vivantes ou des quantifications en cytom�trie en flux, de la 

fluoresence associ�e au Texas Red. LÕinconv�nient majeur de cette technique dÕ�tude est que 

lÕajout dÕun groupement fluorophore sur le conjugu� peut modifier les propri�t�s physico-

chimiques de ce dernier et influencer positivement ou n�gativement son internalisation. En 

effet, les fluorophores sont des groupements g�n�ralement hydrophobes qui peuvent modifier 

lÕinteraction avec la membrane plasmique, augmenter ou diminuer lÕinternalisation, et/ou 

modifier la localisation cellulaire du conjugu�. De plus, un quenching de la fluorescence peut 

se produire, r�sultant du transit de la mol�cule dans des compartiments o� le pH peut modifier 

les propri�t�s de fluorescence, ou de lÕinteraction transitoire avec des partenaires cellulaires, 

conduisant � une mauvaise �valuation de lÕinternalisation (Bechara & Sagan 2013). Notre 

choix du Texas Red comme fluorophore dont la fluorescence ne varie pas selon le pH devrait 

limiter ce biais. Une technique de quantification par spectrom�trie de masse MALDI-TOF de 

lÕinternalisation des peptides permet de sÕaffranchir de lÕutilisation dÕun fluorophore. Cette 

technique permet la quantification directe de lÕinternalisation cellulaire dÕun peptide 

comportant une �tiquette biotinyl�e en N-terminal (1H-peptide), en comparaison � un peptide 

standard interne comportant la m�me �tiquette biotinyl�e et bi-deut�r�e (2H-peptide), dont une 

quantit� connue est ajout�e apr�s la lyse des cellules, au moment de la mesure (Aubry et al. 

2010). LÕavantage suppl�mentaire de cette technique tr�s sensible (sensibilit� de lÕordre de la 

femtomole) est quÕelle permet de distinguer les formes intracellulaires intactes et d�grad�es 

des peptides. En revanche, elle ne permet pas dÕ�tudier la localisation cellulaire des mol�cules.  

 Un autre point important, pouvant �tre � lÕorigine dÕune surestimation de la quantit� 

intracellulaire de conjugu�, est la fixation � la membrane plasmique. LÕ�limination des 
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conjugu�s fix�s � la membrane doit donc �tre une �tape pr�alable � la quantification. Dans ce 

but, les protocoles de quantification incluent g�n�ralement un traitement avec la trypsine ou la 

pronase et/ou des lavages en pr�sence dÕh�parine ou de quenchers de fluorescence. Avant 

quantification de la fluorescence par cytom�trie en flux, nos cellules sont trypsin�es pendant 

10 min � 37¡C, ceci �tant suivi de plusieurs lavages. La trypsine clivant pr�f�rentiellement 

apr�s les r�sidus lysines et arginines, ce traitement devrait en principe permettre dÕ�liminer la 

majorit� des conjugu�s rest�s fix�s � la membrane. Il nÕest cependant pas exclu que les 

produits de clivage par la trypsine conservent une affinit� pour la membrane.  

 

Importance dÕun test fonctionnel 

Tous ces biais dans lÕ�valuation de lÕinternalisation sont �limin�s par la mesure dÕune 

activit� biologique associ�e � la mol�cule bioactive, r�sultant de lÕinteraction avec une cible 

intracellulaire. Il a �t� montr� que les observations et les mesures de fluorescence ne sont pas 

toujours corr�l�es � la quantit� r�elle de mol�cule bioactive ayant acc�s � sa cible (Koller et al. 

2011). Pour cette raison, seuls des tests fonctionnels permettent dÕ�valuer fiablement 

lÕefficacit� dÕune internalisation dans le compartiment cellulaire compatible avec lÕactivit� de 

la mol�cule.  

Pour �valuer lÕactivit� biologique nucl�aire des oligonucl�otides antisens bloqueurs 

st�riques, de nombreuses �quipes utilisent un syst�me rapporteur dÕactivit� de correction 

dÕ�pissage, d�velopp� par Kole (Kang et al. 1998; Said Hassane et al. 2010). La lign�e HeLa 

pLuc 705 a �t� stablement transfect�e avec une construction comportant le g�ne de la 

lucif�rase, interrompu par lÕintron 2 mut� du g�ne de la "-globine (IVS2-705). Une 

substitution de T par G en position 705 de lÕintron, g�n�re un site dÕ�pissage 5Õ additionnel et 

active un site cryptique 3Õ, 126 nucl�otides en amont. Ceci r�sulte en la r�tention de lÕintron 

lors de lÕ�pissage, dans lÕARN pr�-messager et induit lÕapparition dÕun codon stop interf�rant 

avec la traduction de la lucif�rase (Figure 70). Le ciblage des sites aberrants dÕ�pissage par 

des oligonucl�otides bloqueurs st�riques permet de restaurer lÕ�pissage correct, aboutissant � 

lÕexpression dÕune lucif�rase fonctionnelle (El-andaloussi et al. 2006). 
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Figure 70 : Syst�me rapporteur dÕactivit� de correction dÕ�pissage par les oligonucl�otides antisens dans le 

noyau (dÕapr�s Said Hassane et al. 2010). 

La lign�e cellulaire HeLa pLuc 705 exprime stablement cette construction comportant la s�quence codante de la 
lucif�rase, interrompue par un intron mut� du g�ne de la "-globine. Cette s�quence intronique porte deux sites 
aberrants dÕ�pissage, r�sultant en la r�tention dÕune partie de lÕintron dans lÕARNm �piss�. Le ciblage de ces 
sites aberrants par un oligonucl�otide antisens permet la redirection de lÕ�pissage et la production dÕune 
lucif�rase active.  

 

Ce test dÕactivit� rend compte de la pr�sence de lÕoligonucl�otide dans le noyau. Notre 

test dÕinhibition de la traduction du g�ne rapporteur de la lucif�rase permet dÕ�valuer une 

activit� cytoplasmique et constitue donc une alternative au syst�me rapporteur de Kole. La 

d�tection en positif de la production de la lucif�rase dans le syst�me de Kole permet toutefois 

dÕobtenir une sensibilit� plus importante que dans le cas de mesures dÕinhibitions comme 

cÕest le cas dans notre test.  

Les activit�s biologiques mesur�es avec nos conjugu�s en pr�sence de chloroquine 

sont corr�l�es avec les observations microscopiques et quantifications de la fluorescence. En 

effet, les conjugu�s (K/W)9-AS2-TR sont internalis�s en moindre quantit� et nÕinhibent pas 

lÕactivit� lucif�rase.  

 

Internalisation Photochimique 

Nous avons montr� que lÕirradiation � 545 nm des cellules HeLa pr�-trait�es avec le 

conjugu� (R/W)9-AS2-TAMRA induit la photo-lib�ration du conjugu� des v�sicules 

dÕendocytose vers le cytoplasme et le noyau en quelques minutes. Cette cin�tique de 

relocalisation est similaire � celle observ�e dans dÕautres �tudes avec des conjugu�s TAMRA-

PNA-transporteur (B¿e et al. 2011; Marlin et al. 2012). La fluorescence observ�e en 

microscopie dans le cytosol et le noyau est plus importante que celle observ�e dans ces 

m�mes compartiments apr�s co-traitement des cellules avec la chloroquine, et pourtant 

aucune activit� biologique nÕa �t� obtenue. Ceci soul�ve la question de lÕint�grit� du PNA 
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apr�s la photo-lib�ration, sa proximit� avec la TAMRA pouvant �ventuellement lÕexposer aux 

esp�ces oxydantes g�n�r�es. Pourtant, les conditions dÕirradiation test�es (puissance de 11 � 

270 mW/cm2, dur�es de 5 � 30 min) correspondent � des conditions compatibles avec la 

lib�ration et lÕactivit� de conjugu�s TAMRA-PNA-peptides, pour lesquels une inhibition de 

90% de la cible est obtenue apr�s irradiation des cellules pendant 9 min � 11,5 mW/cm2 (B¿e 

et al. 2011). Toutefois, une inhibition sp�cifique de lÕARNm par le conjugu� est �galement 

observ�e dans cette �tude, impliquant un m�canisme de r�pression pr�-traductionnelle. Les 

auteurs sugg�rent que cet effet pourrait r�sulter de la fixation du PNA sur lÕADN et de 

lÕinhibition de la transcription, ou de sa fixation sur lÕARN pr�-messager, conduisant � un 

repliement de lÕARN qui induirait sa d�gradation. Il nÕest donc pas exclu que lÕinhibition 

prot�ique observ�e r�sulte uniquement de cet effet pr�-traductionnel et donc de la pr�sence du 

conjugu� dans le noyau et non dans le cytoplasme. LÕaccumulation de la fluorescence dans le 

noyau observ�e apr�s PCI serait en effet plus compatible avec une activit� nucl�aire du PNA.  

Une exaltation de lÕactivit� lucif�rase a �t� observ�e dans les cellules trait�es avec nos 

conjugu�s (R/W)9-AS2-TAMRA ou (R/W)9-scr2-TAMRA et irradi�es. Cet effet pourrait 

r�sulter dÕune augmentation de lÕexpression de la lucif�rase dans les cellules irradi�es en 

pr�sence des conjugu�s TAMRA, ou simplement dÕune exaltation de lÕactivit� enzymatique 

de la lucif�rase dans ces cellules, suite � la pr�sence lors de la mesure dÕun compos� dont la 

production aurait �t� induite. Des investigations suppl�mentaires seront n�cessaires pour 

explorer le m�canisme � lÕorigine de cette exaltation. Il est int�ressant de remarquer que les 

exaltations obtenues avec le conjugu� scramble sont plus importantes que celles obtenues 

avec le conjugu� AS2. Dans lÕhypoth�se o� les exaltations de lÕactivit� lucif�rase seraient 

dues uniquement � lÕirradiation en pr�sence de la TAMRA, lÕinhibition induite par le 

conjugu� (R/W)9-AS2-TAMRA relative � lÕactivit� du conjugu� (R/W)9-scr2-TAMRA, 

pourrait refl�ter une activit� biologique efficace.  

La validit� de lÕapproche PCI dans notre syst�me a �t� confirm�e par lÕobtention dÕune 

activit� biologique avec le conjugu� (R/W)9-AS2 en pr�sence du photosensibilisateur 

phthalocyanine dÕaluminium disulfonate (AlPcS2a) et de lÕirradiation des cellules � 650 nm. 

Toutefois, il est �tonnant de constater que le conjugu� (R/W)9-AS2-TAMRA nÕest pas actif 

dans ces m�mes conditions, alors quÕil est tout � fait actif dans les cellules perm�abilis�es. 

Cette approche classique de PCI a d�j� d�montr�e dans le cadre de lÕinternalisation de 

conjugu�s PNA-CPP avec AlPcS2a (Shiraishi & Nielsen 2006b) et avec TPPS2a 

(t�traph�nylporphine disulfonate) (B¿e & Hovig 2006). Cependant, la PCI induite par ces 

photosensibilisateurs g�n�re une toxicit� plus importante que lÕapproche avec la TAMRA 
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conjugu�e � la mol�cule endocytos�e (B¿e et al. 2011). Ceci est d� dÕune part au fait que la 

TAMRA est un agent photosensibilisateur moins puissant, et dÕautre part � la restriction des 

dommages oxydatifs membranaires aux sites contenant les conjugu�s, dans les cas o� cette 

mol�cule est covalemment li�e.  

LÕoptimisation de cette approche utilisant un conjugu� unique multifonctionnel, 

constitu� dÕun module permettant lÕinternalisation cellulaire (le CPP), de la mol�cule 

bioactive (le PNA) et dÕun module pour lÕ�chappement endosomal (le photosensibilisateur) 

serait donc int�ressante, notamment en testant le couplage dÕautres photosensibilisateurs que 

la TAMRA. Une consid�ration importante pour lÕapplication in vivo de cette strat�gie, est le 

choix du photosensibilisateur selon sa longueur dÕonde dÕexcitation. En effet, les longueurs 

dÕondes plus �lev�es ont une p�n�tration plus importante dans les tissus humains, ce qui 

permettrait de ne pas restreindre lÕapplication � des l�sions en surface. Par exemple, 

lÕAmphinex qui est en d�veloppement clinique est excit� � 652 nm, alors que les  d�riv�s de la 

rhodamine sont excit�s � environ 550 nm (B¿e et al. 2011).  

! !
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Conclusion g�n�rale et 

perspectives 
!

Nos �tudes ont mis en �vidence la capacit� unique des PNA parmi les autres bloqueurs 

st�riques pour former des structures de type triplexe sur lÕARN et inhiber lÕ�longation de la 

traduction. Bien que leur sp�cificit� reste � �tre d�termin�e, des courts PNA de 11 bases 

peuvent �tre efficaces pour arr�ter les ribosomes en cours de traduction. Sur nos deux 

syst�mes dÕ�tude, lÕaugmentation de la taille des PNA ne conduit pas � lÕaugmentation de leur 

efficacit�. Des progr�s pour augmenter lÕinternalisation cellulaire des PNA sont attendus pour 

un d�veloppement clinique de ces bloqueurs st�riques prometteurs dans les diff�rentes 

applications. Certaines modifications chimiques dans la structure des PNA ont �t� 

d�velopp�es afin dÕapporter une solution � ce probl�me. 

Les propri�t�s du groupement guanidinium de lÕarginine pour promouvoir 

lÕinternalisation cellulaire ont �t� exploit�es dans la conception de PNA guanidine (GPNA), 

comportant des groupements guanidinium dans leur squelette (Figure 71). Il a �t� montr� que 

lÕinternalisation cellulaire de ces GPNA est similaire � celle du peptide Tat (Zhou et al. 2003). 

Cependant, cette modification modifie les propri�t�s de fixation des PNA en duplexe ou en 

triplexe sur lÕADN. 

 

!

Figure 71 : Structure chimique dÕun GPNA (Tg)10 (dÕapr�s Zhou et al, 2003). 

 

Une �tude a r�cemment montr� que la conjugaison de PNA � des mol�cules dÕacide 

cholique (Figure 72) sont efficacement internalis�s dans les cellules avec un lipide cationique, 
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atteignant ainsi une activit� antisens de lÕordre du nanomolaire dans un test de correction 

dÕ�pissage (Shiraishi & Nielsen 2012). LÕefficacit� de formation de ces lipoplexes sÕexplique 

par des interactions hydrophobes au niveau de la face hydrophobe de lÕacide cholique.  

 

!

Figure 72 : Structure chimique des conjugu�s PNA-acide cholique (dÕapr�s Shiraishi et Nielsen, 2012). 

 

Ces modifications sont complexes � synth�tiser et modifient lÕaffinit� et les propri�t�s 

de fixation des PNA sur lÕARN. La solution la plus prometteuse pour lÕinternalisation des 

PNA sans alt�rer leurs caract�ristiques intrins�ques reste lÕutilisation des CPP.  

Nous avons montr� que le peptide (R/W)9 est efficace pour internaliser les PNA dans 

les cellules. Notre �tude apporte des �l�ments nouveaux dans la caract�risation de ce peptide, 

en mettant en �vidence lÕimportance des r�sidus arginines pour lÕinternalisation cellulaire, le 

r�le des tryptophanes ayant d�j� �t� �tudi� (Walrant et al. 2011; Walrant et al. 2012). En 

revanche, comme pour la plupart des CPP, lÕinduction de la lib�ration dans le cytoplasme � 

partir des endosomes par une approche chimique (par exemple la chloroquine) ou 

photochimique (la PCI) est n�cessaire pour obtenir une activit� biologique.  

LÕutilisation de la chloroquine pour des applications in vivo pose la question de ses 

effets sur lÕorganisme et sur sa toxicit�. Cette mol�cule de la famille des amino-4-quinol�ines 

est un antipaludique utilis� en traitement pr�ventif et curatif chez les patients � des doses 

allant jusquÕ� 10 mg/kg. Son m�canisme dÕaction dans le traitement du paludisme nÕest pas 

compl�tement �lucid� mais sa liaison � la ferriprotoporphyrine IX, formant un complexe 

toxique pour le parasite dans les h�maties infect�es serait � lÕorigine de son efficacit� sur le 

stade �rythrocytaire du d�veloppement du parasite (Fitch 1989). In vivo, un co-traitement par 

des acides nucl�iques ou analogues th�rapeutiques et la chloroquine pour un effet 

endosomolytique est donc envisageable. Cette strat�gie est dÕailleurs d�velopp�e en 
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pr�clinique dans le cadre du traitement par des siADN (Dbait) visant � sensibiliser les tumeurs 

aux radioth�rapies en mimant des cassures double-brins dÕADN, r�sultant en lÕinhibition de la 

r�paration de lÕADN. Il a �t� montr� que lÕinjection intra-p�riton�ale de 100 µg chloroquine � 

des souris, pr�alablement � lÕadministration des mol�cules th�rapeutiques, potentialise lÕeffet 

de ces derni�res sur des x�nogreffes de m�lanome (Berthault et al. 2011).  

Des �tudes r�centes ont �galement d�crit le couplage de mol�cules d�riv�es de la 

chloroquine � des CPP, utilis�s pour augmenter lÕinternalisation cellulaire de siARN par une 

strat�gie non covalente. Le peptide PepFect6 correspond � un peptide TP10 

(AGYLLGKINLKALAALAKKIL, de 21 r�sidus avec quatre charges nettes) avec un 

groupement st�aryl et fonctionnalis� avec quatre mol�cules de trifluorom�thylquinoline qui 

lui sont covalemment attach�es. Cette modification augmente nettement lÕefficacit� de ce 

conjugu� en induisant lÕ�chappement endosomal des mol�cules (Andaloussi et al. 2011; 

Dash-Wagh et al. 2012). De m�me, le peptide PepFect15 est compos� du CPP PepFect14, 

dont la s�quence d�rive de celle du peptide TP10 (avec des ornithines et des leucines � la 

place des lysines et isoleucines), est fonctionnalis� avec ces analogues de chloroquine 

(Lindberg et al. 2013). Beaucoup de recherches sont �galement investies dans le 

d�veloppement de CPP fusog�nes, cÕest-�-dire capables de perturber la membrane des 

endosomes � pH faible (Hatakeyama et al. 2009; Chen et al. 2010).  

LÕinternalisation par le peptide (R/W)9 en pr�sence de chloroquine, du PNA 13-mer 

dirig� contre lÕIGF1R conduit � lÕinhibition de lÕexpression dÕIGF1R-" dans les cellules de 

cancer de la prostate, inhibant la signalisation associ�e au r�cepteur et le potentiel tumorig�ne 

des cellules. Des �tudes suppl�mentaires devront �tre r�alis�es afin de d�terminer si cet effet 

est d� � la simple inhibition de lÕexpression du r�cepteur, ou si une prot�ine tronqu�e 

dominant n�gatif est exprim�e dans les cellules apr�s arr�t de lÕ�longation de la traduction. La 

compr�hension des m�canismes impliqu�s dans cette inhibition serait de grand int�r�t pour le 

d�veloppement de cette strat�gie qui pourrait �tre appliqu�e en th�orie � tous les r�cepteurs 

cellulaires pour inhiber leur expression et neutraliser leur(s) ligand(s). 

Le d�veloppement de CPP efficaces pour lÕinternalisation cellulaire des 

oligonucl�otides neutres est �galement un enjeu pour lÕutilisation des PMO, actuellement en 

d�veloppement clinique dans le traitement de la dystrophie musculaire de duchenne (Cirak et 

al. 2011). Des �tudes pr�cliniques rapportant lÕefficacit� de diff�rents conjugu�s CPP-PMO 

sont prometteuses pour le d�veloppement clinique de ces mol�cules (Jearawiriyapaisarn et al. 

2008). Il a �t� montr� que les PNA sont �galement des bloqueurs st�riques efficaces dans la 

strat�gie de saut dÕexon (Yin et al. 2008) et le d�veloppement de conjugu�s PNA-CPP pour la 
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correction de lÕ�pissage fait lÕobjet de nombreuses �tudes (Said Hassane et al. 2010; 

Wancewicz et al. 2010; Ivanova et al. 2008). Les PNA sont �galement des bloqueurs st�riques 

efficaces de la fonction des miARN in vivo (Fabani et al. 2010). 

La compr�hension des interactions physico-chimiques et des m�canismes biologiques 

impliqu�s dans lÕinternalisation cellulaire des CPP est donc cruciale pour le d�veloppement de 

CPP comme transporteurs efficaces. 

!
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Mat�riel et M�thodes 
 

I. Mat�riel 
 

Oligonucl�otides 

Les oligonucl�otides PNA et LNA utilis�s sont synth�tis�s par Eurogentec ou Panagene. Les 

oligonucl�otides PMO sont fournis par Gene Tools. Les lyophilisats sont repris dans de lÕeau 

bidistill�e � une concentration stock dÕenviron 200-500 µM et stock�s � -20¡C. Les 

concentrations des oligonucl�otides sont calcul�es � partir de lÕabsorbance � 260 nm, mesur�e 

sur un spectrophotom�tre Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). 

 

Nature Nom S�quence (5Õ vers 3Õ) Taille 

PNA 

AS2 TCCCCCCTTTTCT 13-mer 
AS1 CCCCTTTTCTTTT 13-mer 
scr1 TTCTCTCTCTCTT 13-mer 
scr2 TTTTCCTCTCCCT 13-mer 

PNA18 TCCCCCCTTTTCTTTTAA 18-mer 
LNA LNA18 TCCCCCCTTTTCTTTTAA 18-mer 
PMO PMO18 TCCCCCCTTTTCTTTTAA 18-mer 

 

Tableau 7 : S�quences des PNA dirig�s contre la cible PPT.  

Tous les PNA comportent une lysine en 3Õ. 

 

Nature Nom S�quence (5Õ vers 3Õ) Taille 

PNA PNA959 TTATTTCTCTTTCTATG 17-mer 
PO PO 959 TTATTTCTCTTTCTATG 17-mer 

PNA 

N-16 TTATTTCTCTTTCTAT 16-mer 
N-15 TTATTTCTCTTTCTA 15-mer 
N-14 TTATTTCTCTTTCT 14-mer 
N-13 TTATTTCTCTTTC 13-mer 
C-16 TATTTCTCTTTCTATG 16-mer 
C-15 ATTTCTCTTTCTATG 15-mer 
C-14 TTTCTCTTTCTATG 14-mer 
C-13 TTCTCTTTCTATG 13-mer 
C1 TATTCTTGTTCTTATCT 17-mer 

scr1 TATGTTCTCTATT 13-mer 
scr2 TCTATTGTCTCTT 13-mer 

scr13 CTTGTTCTTATCT 13-mer 
 

Tableau 8 : S�quences des PNA dirig�s contre lÕIGF1R.  

Les PNA comportent deux lysines en 3Õ. 



P6-<.38@!8-!P<-5/08;!

! "((!

PNA S�quence (5Õ vers 3Õ) Composition Taille 

C1 TATTCTTGTTCTTATCT T11A2C3G1 17-mer 
scr13 CTTGTTCTTATCT T8A1C3G1 13-mer 
scr1 TATGTTCTCTATT T8A2C2G1 13-mer 

 

Tableau 9 : Composition en bases des PNA contr�les (scramble) utilis�s dans les �tudes avec les PNA 

ciblant lÕIGF1R.  

Le PNA scramble C1 est un contr�le du PNA 959 (TTATTTCTCTTTCTATG, composition T11A2C3G1), les 
PNA scr13, scr1 et scr2 sont des contr�les du PNA C13 (TTCTCTTTCTATG, composition T8A1C3G1). Ces 
PNA comportent deux lysines en C-terminal. 

 

Cell Penetrating Peptides (CPP) et conjugu�s CPP-PNA 

La s�quence et les caract�ristiques des CPP utilis�s dans ce travail sont indiqu�es dans 

le tableau suivant.  

 

  

S�quence (N- vers C-ter) 

Nombre de r�sidus Nombre de charges 

(R/W)9 RRWWRRWRR 9 6 

(K/W)9 KKWWKKWKK 9 6 
 

Tableau 10 : S�quences et caract�ristiques peptidiques des CPP (R/W)9 et (K/W)9. 

!

Ces peptides, conjugu�s en N-terminal des PNA AS1 ou AS2, ont �t� synth�tis�s par 

Panagene. La liaison entre le PNA et le CPP est de type pont disulfure (clivage en milieu 

r�ducteur), via deux cyst�ines activ�es (Figure 72). Les conjugu�s sont donc r�alis�s selon la 

structure suivante : (Cter)CPP(Nter)-Cys-S-S-Cys-(Nter)PNA(Cter).  

!

Figure 73 : Structure chimique de la liaison entre le PNA et le CPP.  

A. liaison disulfure B. liaison thiol-mal�imide 
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Alternativement, le CPP et le PNA sont reli�s par une liaison thiol-mal�imide (non 

clivable). Les conjugu�s d�sign�s simplement par le nom du CPP suivi du nom du PNA 

correspondent aux conjugu�s comportant une liaison disulfide. Les conjugu�s comportant le 

PNA reli� au CPP par liaison thiol-mal�imide sont d�sign�s (R/W)9-AS1(mal) et (R/W)9-

AS2(mal). 

Pour le suivi en microscopie et la quantification de lÕinternalisation cellulaire des 

conjugu�s, un fluorophore a �t� greff� sur le PNA, par lÕinterm�diaire dÕune lysine en C-ter. 

Ce fluorophore correspond � la T�tram�thylrhodamine (TAMRA ; EX 555/EM 580 nm), ou 

au Texas Red (TR ; EX595/EM615 nm), donnant lieu aux conjugu�s (R/W)9-AS2-TAMRA 

et (R/W)9-AS2-TR, respectivement.  

 

Cellules 

Les diff�rentes lign�es cellulaires utilis�es dans ce travail, ainsi que les milieux de culture 

correspondants, sont indiqu�s dans le Tableau 11. Toutes les lign�es sont cultiv�es en 

atmosph�re humide � 37¡C sous 5% de CO2. 

 

Lign�e 

cellulaire 
Origine Esp�ce 

Milieu de culture 

(Gibco, Life 

Technologies) 

% SVF 

HeLa 1002 Ad�nocarcimome de lÕut�rus Humain DMEM 7 

DU145 Carcinome de la prostate, 
m�tastase de cerveau 

Humain RPMI 10 

Jurkat Lymphome de cellules T Humain RPMI 10 

CHO K1 Cellules dÕovaires hamster chinois DMEM F12 10 

CHO 745 Cellules dÕovaires hamster chinois DMEM F12 10 

MCF7 Ad�nocarcinome du sein Humain DMEM 7 

U2OS Ost�osarcome osseux Humain McCoyÕs 5A 10 

 

Tableau 11 : Caract�ristiques et conditions de culture des lign�es cellulaires utilis�es dans ce travail. 

!

La lign�e cellulaire HeLa 1002 est d�riv�e des cellules HeLa/Tet-on (Clontech), qui 

expriment stablement le r�presseur rTet (reverse Tet) n�cessaire pour lÕexpression des 

promoteurs inductibles � la doxycycline. Ces cellules ont int�gr� stablement le plasmide 

pCMV(+)PPT/luc, qui exprime les g�nes rapporteurs lucif�rase firefly (Photinus pyralis) et 

gfp � partir dÕun promoteur commun bidirectionnel CMV. Une s�quence de 55 pb, contenant 
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la s�quence PPT sauvage du g�ne de lÕint�grase du VIH-1 (AAAGAAAAGGGGGGA), ou 

une s�quence PPT mut�e (AAAAGAAGGGGAGGAA), est ins�r�e en 5ÕUTR des g�nes 

rapporteurs de la lucif�rase (luc) et de la GFP (gfp), respectivement (Brunet et al. 2006). 

 

II. M�thodes 
 
Mutag�n�se dirig�e 

La mutag�n�se dirig�e sur la s�quence de lÕint�grase synth�tique, exprim�e dans le plasmide 

pmRFP-IN (fourni par lÕ�quipe du docteur P. Cherepanov) a �t� r�alis�e avec le kit 

ÔQuickChange II XL Site-Directed MutagenesisÕ (Agilent Technologies). Le plasmide 

pmRFP-IN (5540 pb) code pour lÕint�grase synth�tique en fusion avec la RFP, exprim�e � 

partir dÕun promoteur CMV. La s�quence PPT du g�ne de lÕint�grase contenu dans ce 

plasmide a d�j� �t� restaur�e par cette m�me technique de mutag�n�se (th�se de Sabine 

Lecosnier), � lÕexception de la derni�re cytosine, qui doit �tre mut�e en guanine (Figure 42). 

La technique de mutag�n�se utilis�e dans ce kit, repose sur lÕintroduction de la mutation par 

PCR avec des amorces contenant la base modifi�e et une polym�rase de haute fid�lit�, suivie 

de la d�gradation de lÕADN parental non mut� par lÕenzyme DpnI. Cette endonucl�ase cible 

la s�quence 5Õ-Gm6ATC-3Õ et est donc sp�cifique de lÕADN m�thyl� et h�mim�thyl�. Les 

plasmides issus de la plupart des souches de E. coli sont m�thyl�s par la m�thylase dam et 

sont donc sensibles � la d�gradation par DpnI, cÕest pourquoi lÕADN plasmidique parental 

(non mut�) sera d�grad� par cette enzyme. Le vecteur contenant la mutation apr�s la PCR est 

ensuite introduit dans des bact�ries ultracomp�tentes XL10-Gold.  

Les amorces utilis�es pour lÕintroduction de la mutation par PCR sont les suivantes : mut1 

GCTGAGTAGCCACCGATCCCCCCTTTTCTTTTGAAG (36 bases, Tm = 81,6¡C) et mut2 

CTTCAAAAGAAAAGGGGGGATCGGTGGCTACTCAGC (36 bases, Tm = 81,6¡C). La 

PCR est r�alis�e sur 10 µg dÕADN avec la polym�rase Phusion (New England Biolabs) et un 

temps dÕ�longation de 30 s/kb de plasmide, soit 2,46 s.  

LÕefficacit� de la mutag�n�se est d�termin�e par s�quen�age de lÕADN plasmidique des 

clones s�lectionn�s apr�s transformation des bact�ries. Le s�quen�age est r�alis� par la soci�t� 

GATC Biotech avec lÕamorce INsynLEFT (ACACAGATAACGGCTCCA). Le g�ne mut� de 

lÕint�grase synth�tique est ensuite sous-clon� dans le vecteur pVax dig�r� par les enzymes de 

restriction Acc65I et XbaI, � lÕaide du kit ÔIn-Fusion¨ HD Cloning KitÕ (Clontech). Les 

amorces utilis�es pour la PCR sont les suivantes : FWinfusINXhoI 
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(GCATCCACGGGGTACCCTCGAGCAGATTCCTGGAC ; 35 bases) et 

REVinfusINHindIII (AACGGGCCCTTCTAGAAGCTTGGACTTAGTCCTCATC ; 37 

bases). Le vecteur pVax-INsyn (3954 pb) comporte une �tiquette Flag en amont du g�ne de 

lÕint�grase synth�tique mut�e. Cette �tiquette Flag correspond �  lÕoctapeptide DYKDDDDK 

(1012 Da) et permet une d�tection facilit�e de la prot�ine. Dans ce plasmide, le g�ne de 

lÕint�grase est exprim� � partir dÕun promoteur dÕexpression eucaryote CMV ou dÕun 

promoteur de bact�riophage T7. Le codon dÕinitation sauvage a disparu car le g�ne �tait en 

fusion avec la RFP. La traduction d�bute donc � partir du second AUG, donnant naissance � 

une prot�ine de 30 kDa au lieu de 32 kDa pour la prot�ine sauvage. La s�quence du clone 

s�lectionn� apr�s ce clonage est v�rifi�e par s�quen�age (GATC Biotech) avec lÕamorce 

INsynLEFT. 

 
Transcription in vitro 

Les transcriptions in vitro sont r�alis�es � partir dÕun vecteur plasmidique exprimant le g�ne � 

transcrire en aval dÕun promoteur de bact�riophage T7 ou SP6. Le plasmide est lin�aris� en 3Õ 

du g�ne puis purifi� par pr�cipitation � lÕ�thanol. La transcription est ensuite r�alis�e avec le 

kit ÔMEGAscript¨ High Yield TranscriptionÕ (Ambion), � partir dÕ1 µg dÕADN plasmidique 

lin�aris�, en pr�sence de lÕARN polym�rase T7 ou SP6, des quatres ribonucl�otides et de 20 

unit�s de RNaseOUTª (Life Technologies) pendant 2 heures (Int�grase) ou 4 heures 

(IGF1R). Les transcrits sont ensuite purifi�s � lÕaide du kit ÔMEGAclearªÕ (Ambion), qui 

permet dÕ�liminer les ARN de taille inf�rieure � 100 nt, les ribonucl�otides, la polym�rase et 

les sels. La quantit� dÕARN est ensuite �valu�e par mesure de lÕabsorbance � 260 nm avec le 

spectrophotom�tre Nanodrop.  

Les plasmides utilis�s pour la transcription sont les suivants : 

- pRP159-IN lin�aris� par NdeI (promoteur SP6) 

- pcDNA3-IGF1R lin�aris� par BamHI (promoteur SP6) 

- pVax-INsyn lin�aris� par HindIII (promoteur T7) 

La taille des transcrits est dÕenviron 956 nt pour lÕint�grase, et de 4100 nt pour lÕIGF1R.  
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Traduction in vitro 

Les transcrits sont ensuite incub�s en pr�sence des oligonucl�otides dans un volume final de 8 

µL et le m�lange est pr�incub� 5 min � 37¡C (pour IGF1R) ou non (int�grase). La traduction 

est r�alis�e dans un lysat de r�ticulocytes de lapin trait� avec une nucl�ase de Micrococcus 

afin de d�truire les ARNm endog�nes et ainsi r�duire le bruit de fond de la traduction au 

minimum (Rabbit Reticulocyte Lysate System, Nuclease Treated de Promega). Ce lysat 

(contient tous les composants cellulaires n�cessaire � la synth�se prot�ique (ARNt, ribosomes, 

acides amin�s, facteurs de transcription). Aux 8 µL de complexe ARN/oligonucl�otide sont 

ajout�s 17 µL de lysat de r�ticulocytes, 2 µL dÕun mix dÕacides amin�s sans m�thionine et 0,8 

µL de m�thionine 35S (30 µCi, Perkin Elmer). Une unit� de RNase H (Epicentre) est ajout� � 

ce m�lange r�actionnel dans le cas o� lÕoligonucl�otide est un PO. Les concentrations en 

oligonucl�otides indiqu�s sur les gels correspondent aux concentrations dans ce volume total 

de 27,8 µL. La traduction est r�alis�e pendant 20 min � 37¡C. 8 µL sont ensuite d�pos�s sur 

gel SDS-PAGE dÕacrylamide 8% (IGF1R) ou 14% (int�grase), avec une migration � 12 mA. 

Le gel est ensuite fix� dans un bain 10% �thanol/10% acide ac�tique pendant 45 min  puis 

rinc� 3 fois 10 min dans de lÕeau bidistill�e. Le gel est ensuite transf�r� sur papier Whatman 

3MM et s�ch� et expos� sur un �cran radiosensible pour r�v�lation par autoradiographie au 

Typhoon 9410 (GE Healthcare). 

 

Immunopr�cipitations in vitro de lÕIGF1R 

Pour les immunopr�cipitations de la prot�ine IGF1R produite par traduction in vitro, le 

volume r�actionnel � lÕissu de lÕincubation de 20 min 37¡C est compl�t� � 100 µL par ajout de 

72,2 µL de tampon RIPA1X (Millipore), auxquels sont ajout�s 3 µg dÕanticorps H60 anti-

IGF1R (sc-9038, Santa Cruz Biotechnology), dirig� contre la partie N-terminale de la cha�ne 

". Cet anticorps peut donc � la fois reconna�tre la prot�ine enti�re (150 kDa) et la prot�ine 

tronqu�e (109 kDa). Le mix est incub� pendant 1h sur glace, puis 10 µL de billes prot�ine A-

agarose (sc-2001, Santa Cruz Biotechnology) pr�alablement lav�es 2 fois avec 100 µL de 

tampon RIPA1X, sont ajout�es. Le m�lange est incub� sur la nuit � 4¡C sur roue dÕagitation. 

Le lendemain, les billes de chaque �chantillon sont rinc�es six fois en PBS (avec une 

centrifugation de 30 secondes � 1000 rpm � chaque rin�age), et reprises dans 15 µL de tampon 

de charge 2X (Novex¨ Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2X), Life Technologies). Les 

�chantillons sont chauff�s 3 min � 85¡C et d�pos�s sur gel SDS-PAGE 8%. La migration des 
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prot�ines sÕeffectue � 12 mA. Le gel est ensuite fix�, s�ch� et r�v�l� comme indiqu� dans la 

section traduction in vitro.  

 

Gels retard (EMSA) 

Radiomarquage des ARN cible en 5Õ : 20 pmol dÕARN cible (s�quences indiqu�es dans le 

Tableau 12) sont radiomarqu�s en pr�sence de 10 pmol dÕATP $-32P (Perkin Elmer) et de 10 

unit�s de T4 Polynucl�otide Kinase (New England Biolabs), pendant 30 min � 37¡C. Les 

produits sont ensuite pass�s sur une mini colonne dÕexclusion Bio-Spin 30 (Bio-Rad) pour 

�liminer lÕenzyme et lÕATP $-32P non incorpor�.  

Un mix de 100 nM dÕARN radiomarqu�s en 5Õ au 32P et 50 nM dÕARN non marqu� (IGF1R) 

ou 2 nM dÕARN radiomarqu�s en 5Õ au 32P (PPT) sont incub�s avec des concentrations 

croissantes en oligonucl�otides dans un tampon Tris 50 mM pH 8 pendant 10 min � 25¡C 

(PPT) ou � 37¡C (IGF1R). Les �chantillons sont d�pos�s sur un gel natif de polyacrylamide 

15% (polyacrylamide/bis-acrylamide = 19/1) et la migration est r�alis�e � 25¡C et 5W. Le gel 

et le tampon de migration contiennent du TBE (100 mM Tris/90 mM Acide Borique/1 mM 

EDTA) � pH 8,3. Apr�s migration, le gel est s�ch� et r�v�l� par autoradiographie sur un 

Typhoon 9410 (GE Healthcare). Les quantifications de lÕARN non complex� et la 

d�termination des IC50 sont r�alis�es avec le logiciel Image Quant.  

 

Nom de lÕARN S�quence Taille 

ARN 959 CAUAGAAAGAGAAAUAA 17-mer 

ARN PPT WT UUAAAAGAAAAGGGGGGAU 19-mer 

ARN PPT mut AUAAAAGAAAAAGGAGGAU 19-mer 
 

Tableau 12 : S�quence des ARN utilis�s pour les exp�riences de gels retard.  

!

Exp�riences de d�naturation/renaturation thermiques 

Les complexes entre les diff�rents PNA � 1 µM et lÕARN 959 � 1 µM sont form�s dans un 

tampon compos� de 100 mM de chlorure de potassium et 10 mM de cacodylate de sodium � 

pH7, dans un volume final de 550 µL. Les �chantillons contr�les contiennent uniquement du 

tampon, ou uniquement lÕARN 959 � 1 µM dans le tampon. Ces m�langes sont introduits dans 

des cuvettes optiques en quartz, de trajet optique dÕ1 cm. Quelques gouttes dÕhuile min�rale 

sont ajout�es sur lÕ�chantillon afin dÕ�viter lÕ�vaporation lors du chauffage. La cuvette 

contenant lÕ�chantillon est ensuite chauff�e � 95¡C dans le spectrophotom�tre Uvikon XL 
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(BioTek), puis refroidie jusquÕ� 20¡C (renaturation) et chauff�e jusquÕ� 95¡C (d�naturation). 

La vitesse de refroidissement et de chauffage est de 0,2¡C/min et les absorbances � 260 nm et 

330 nm sont enregistr�s chaque 1¡C. LÕacquisition des donn�es est r�alis�e avec le logiciel 

LifePower tm (DuSoTec GmbH). LÕanalyse des donn�es est effectu�e sous Excel et les 

graphiques repr�sentent lÕabsorbance corrig�e (absorbance � 260 nm � laquelle est soustraite 

lÕabsorbance � 330 nm) en fonction de la temp�rature.  

 

Amaxa DU145 

Les PNA dirig�s contre lÕIGF1R-" sont introduits dans les cellules DU145 par 

nucl�ofection avec lÕappareil Amaxa Nucleofector (Lonza). Les PNA sont pr�alablement 

chauff�s 5 min � 65¡C puis centrifug�s 3 min � 13 000 rpm afin de culoter les �ventuels 

aggr�gats. 200 000 ou 300 000 cellules DU145 sont �lectropor�s avec le programme CM-137 

en pr�sence du PNA dans 20 µL en tampon SE (Lonza) et dans des puits appropri�s pour 

lÕAmaxa (Lonza). Apr�s 10 min � temp�rature ambiante, 80 µL de milieu de culture chaud 

sont ajout�s aux cellules et celles-ci sont ensemenc�es dans un puits de plaque 6 puits.  

Pour lÕ�tablissement de la lign�e stable exprimant IGF1R en fusion avec la Lucif�rase 

Renilla reniformis (R-Luc), 1 millions de cellules DU145 sont �lectropor�es en cuvettes 

(Lonza) dans un tampon L (Lonza) en pr�sence de 2 µg de plasmide pIGF1R-RLuc, lin�aris� 

par PvuI ou non. Ce plasmide nous a �t� fourni par le Dr. Tarik Issad (INSERM U567, 

UMR8104) et contient lÕADNc de lÕIGF1R, dont lÕextr�mit� C-terminale est en fusion avec la 

lucif�rase Renilla reniformis (RLuc). LÕ�lectroporation est r�alis�e avec le programme A-023, 

recommand� par Lonza pour les cellules DU145. Diff�rentes dilutions de cellules sont ensuite 

transf�r�es en bo�tes de P�tri et cultiv�es en pr�sence de N�omycine (G418, Sigma) � 300 ou 

500 µg/mL pour la s�lection de clones ayant int�gr� stablement le plasmide. La mesure des 

signaux de la RLuc est r�alis�e avec le ÔRenilla Luciferase Assay SystemÕ (Promega). 

 

Western Blot 

Extraction et dosage des prot�ines :  

Les prot�ines sont extraites dans un tampon RIPA 1X (Millipore) contenant un 

cocktail dÕinhibiteurs de prot�ases (Complete protease inhibitor cocktail, Roche) pendant 30 

min dans la glace. Les �chantillons sont ensuite centrifug�s 15 min � 14 000 rpm pour culoter 

les d�bris cellulaires et les prot�ines sont dos�es par la m�thode colorim�trique BCA (Acide 

Bicinchronique) � lÕaide du kit ÔPierceª BCA Protein AssayÕ (Thermo Scientific). Cette 
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technique repose sur la d�tection de la r�duction des ions Cu2+ en Cu1+ gr�ce � un r�actif 

contenant du BCA. La mesure de lÕabsorbance � 562 nm est proportionnelle � la quantit� de 

prot�ines dans lÕ�chantillon. Cette derni�re est d�termin�e en se r�f�rant � une gamme �talon 

obtenue avec une prot�ine standard, la BSA (Bovine Serum Albumin ; gamme de 25 � 2000 

µg/mL). Les mesures dÕabsorbances sont r�alis�es avec un spectrofluorim�tre en plaque 

Wallac Victor2 Multilabel Counter (Perkin Elmer).  

 

Migration et transfert sur membrane : 

30 � 50 µg de prot�ines sont d�pos�es sur un gel SDS-PAGE 8% de polyacrylamide 

apr�s chauffage 3 min � 85¡C en pr�sence de DTT et la migration est r�alis�e pendant 1h 

environ � 150V. Les prot�ines sont ensuite transf�rr�es sur une membrane de nitrocellulose 

avec lÕappareil de transfert Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). La qualit� du transfert est contr�l�e 

par une coloration de la membrane au rouge ponceau (0,5% rouge ponceau/1% acide 

ac�tique).  

 

Hybridation et r�v�lation : 

La membrane est ensuite coup�e afin de s�parer la partie contenant la prot�ine de celle 

contenant lÕactine. Les membranes sont satur�es dans du lait 5% en tampon TBS 

(Euromedex) suppl�ment� de Tween 0,1% (Prolabo) (TBS-T) sur la nuit � 4¡C ou pendant 1h 

� temp�rature ambiante. Apr�s 3 rin�ages de 10 min en TBS-T, les membranes sont incub�es 

avec les anticorps primaires suivants : 

- anticorps anti-Flag de souris (F3165, Sigma), utilis� � une dilution de 1 :2 000 en lait 

3% pendant 2h � temp�rature ambiante. 

- anticorps C-20 anti-IGF1R-" de lapin (sc-713, Santa Cruz Biotechnology), dirig� 

contre la partie C-terminale de la cha�ne " dÕIGF1R. Cet anticorps est utilis� � une 

dilution au 1 :200 dans du lait 1% sur la nuit � 4¡C.  

- anticorps anti-" actine de souris (A5316, Sigma), utilis� � une dilution de 1 :10 000 

dans du lait 1% pendant 30-65 min � temp�rature ambiante. 

Les membranes sont lav�es 3 fois 10 min dans du TBS-T puis incub�es 1h � temp�rature 

ambiante avec les anticorps secondaires suivants, coupl�s � lÕenzyme HRP (Horseradish 

Peroxydase) : anti-IgG de souris produit chez le mouton (NA9310V, GE Healthcare) au 1 :10 

000 ou anti-IgG de lapin produit chez la ch�vre (31460, Thermo Scientific) au 1 :5 000. Apr�s 

rin�ages des membranes, le signal est r�v�l� par chimioluminescence avec les r�actifs ECL 

Plus Western Blotting Detection (GE Healthcare). La d�tection du signal est r�alis�e avec un 



P6-<.38@!8-!P<-5/08;!

! ")&!

appareil G:BOX (Ozyme). Les signaux correspondants � lÕIGF1R-" et � lÕactine sont 

quantifi�s avec le logiciel ImageJ. Les valeurs obtenues pour IGF1R-" sont normalis�es par 

celles de lÕactine afin de corriger les variations de quantit� de prot�ines d�pos�es dans le gel, 

et sont exprim�es en % par rapport au signal des cellules �lectropor�es en absence 

dÕoligonucl�otide.  

 

Tests dÕactivit� biologique des PNA et conjugu�s PNA-CPP en p�n�tration libre 

9 500 cellules HeLa 1002 sont ensemenc�es en plaque 96 puits la veille du traitement. 

Apr�s un lavage en PBS, les cellules sont trait�es par les PNA ou conjugu�s PNA-CPP dilu�s 

dans de lÕopti-MEM en pr�sence ou non de 150 µL de chloroquine (CQ, Sigma) ou de 

diff�rentes concentrations de CaCl2 (Merck), pendant 4h � 37¡C. LÕexpression de la lucif�rase 

est induite par ajout de 150 µL de milieu DMEM 7% SVF contenant 1 µg/mL de doxycycline 

(Sigma) et les cellules sont cultiv�es pendant 24 heures suppl�mentaires (ou 43h pour le 

traitement en pr�sence de CaCl2), avant dÕ�tre lys�es pour la mesure de lÕactivit� de la 

lucif�rase Photinus pyralis et de la fluorescence de la GFP (voir paragraphe suivant).  

Pour les mesure de viabilit� et toxicit� cellulaires, les cellules sont trait�es de mani�re 

identique. La viabilit� cellulaire est �valu�e par un test colorim�trique, r�alis� avec le kit 

ÔCellTiter 96¨ AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation AssayÕ (Promega), qui utilise le 

r�actif MTS (sels de t�trazolium) pour former du formazan apr�s r�duction par la succinate 

d�shydrog�nase mitochondriale dans les cellules vivantes. La d�tection du formazan produit 

se fait par la mesure de lÕabsorbance � 490 nm � lÕaide du spectrofluorim�tre Wallac Victor2 

Multilabel Counter (Perkin Elmer). La toxicit� cellulaire est d�termin�e sur les surnageants de 

culture des cellules trait�es, avec le kit ÔCytotoxicity Detection Kit (LDH)Õ de Roche, qui 

utilise un test colorim�trique pour la mesure de lÕactivit� des lactates d�shydrog�nases (LDH) 

relargu�es dans le surnageant par les cellules endommag�es. Les LDH catalysent la 

conversion du lactate en pyruvate, qui provoque la r�duction du NAD+ en NAH + H+. LÕajout 

de sels de t�trazolium sur lesquels sont transf�r�s 2 hygrog�nes par diaphorase � partir du 

NAH + H+ produit, permet la formation de formazan. Ce formazan est d�tect� par mesure de 

lÕabsorbance � 490 nm avec le Wallac Victor2 Multilabel Counter (Perkin Elmer). 
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Perm�abilisation transitoire des cellules avec la Streptolysine O (SLO) 

Pour la perm�abilisation des cellules HeLa 1002, les cellules sont trypsin�es et lav�es deux 

fois en HBSS (Gibco, Life Technologies). 260 000 cellules sont perm�abilis�es pendant 15 

min � 37¡C avec 30 � 60 ng de SLO (fournie par le Dr. S. Bakhdi), en pr�sence des PNA ou 

conjugu�s. La perm�abilisation est stopp�e par ajout de DMEM + 7% SVF et les cellules sont 

incub�es pendant 20 min � 37¡C. La concentration en PNA ou conjugu�s est de 1 µM final. 

30 000 cellules sont alors transfer�es en triplicats dans une plaque 96 puits et incub�es 

pendant 1h � 37¡C. LÕexpression des g�nes rapporteurs est induite par ajout de doxycycline 

(Sigma) � 1 µg/mL et incubation des cellules pendant 24h � 37¡C. La mesure de lÕactivit� 

lucif�rase est d�crite ci-dessous. 

 

Mesure de lÕactivit� de la lucif�rase de Photinus pyralis et de la fluorescence de 

la GFP 

Les cellules HeLa 1002 perm�abilis�es par la SLO ou non perm�abilis�es, ayant �t� trait�es 

avec les PNA ou conjugu�s PNA-CPP sont tout dÕabord lav�es au PBS puis lys�es dans 60 µL 

de tampon de lyse ÔPassive Lysis BufferÕ (Promega) pendant 30-90 min sous agitation. Pour la 

mesure des activit�s lucif�rase, 25 µL de lysat sont plac�s dans une plaque 96 puits en 

polystyr�ne (Corning) et lÕajout du substrat (Luciferase assay substrate E151A, Promega) est 

r�alis� automatiquement par le spectrofluorim�tre Wallac Victor2 Multilabel Counter (Perkin 

Elmer). La r�action de bioluminescence catalys�e par la lucif�rase est la conversion de la 

lucif�rine en oxylucif�rine, qui produit de la lumi�re. La fluorescence de la GFP est 

�galement mesur�e avec 15 µL de lysat et 80 µL  dÕeau bidistill�e, dans les m�mes plaques 

blanches 96 puits. Les mesures de fluorescence et de bioluminescence sont r�alis�es avec le 

spectrofluorim�tre Wallac Victor2 Multilabel Counter (Perkin Elmer). Un dosage par la 

m�thode de Bradford est �galement r�alis� � partir de 10-15 µL de lysat, avec du r�actif de 

Bradford (Bio-Rad) et par lecture des absorbances � 595 nm avec le spectrofluorim�tre. 

LÕactivit� lucif�rase et la fluorescence de la GFP sont normalis�es par microgramme de 

prot�ines, et sont exprim�es en % par rapport aux cellules non trait�es.  
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Microscopie de fluorescence 

Pour toutes les exp�riences de microscopie, les cellules ont �t� trait�es dans des 

microchambres IBIDI (Biovalley). 40 000 cellules par puits ensemenc�es la veille de 

lÕobservation ont �t� trait�es dans un volume final de 150 µL dÕopti-MEM en pr�sence de 

conjugu� marqu� au Texas Red ou � la TAMRA, � la concentrations et dur�e indiqu�es. 

Avant lÕobservation des cellules vivantes au microscope, le milieu de culture est remplac� par 

de lÕHBSS ou du DMEM sans rouge ph�nol (Gibco, Life Technologies). Dans certains cas, 

les noyaux des cellules ont �t� marqu�s avec du Hoechst 33342 (Molecular Probes, Life 

Technologies), incub� 30 min avant lÕobservation,  � 200 ng/mL final. La viabilit� cellulaire a 

�t� �valu�e en marquant les cellules mortes par un colorant vital, le Sytoxgreen (Molecular 

Probes, Life Technologies), ajout� 30 min avant lÕobservation des cellules, � 0,5 µM final. 

Trois microscopes ont �t� utilis�s pour nos observations : 

- un microscope Leica DMIRE2 �quipp� avec une cam�ra Rooper Coolsnap CCD et une 

lampe Osram HXP R 120W 45C. La fluorescence est observ�e avec un filtre CY3 (EX BP 

545/30, EM BP 610/75) et les aquisitions sont r�alis�es avec le logiciel Metamorph.   

- un microscope Zeiss Axio Observer. Z1 �quipp� dÕun syst�me dÕillumination structur�e 

(ApoTome) permettant dÕam�liorer la r�solution des images en �liminant la fluorescence des 

plans sup�rieurs et inf�rieurs de lÕobjet observ�. Ceci est r�alis� par un syst�me de grilles qui 

oscillent selon trois positions diff�rentes et g�n�rent trois images par acquisition. Un 

algorithme math�matique permet de g�n�rer une image d�finitive de haute r�solution. Ce 

microscope est de plus �quipp� dÕune chambre dÕincubation � 37¡C et 5% de CO2 pour 

lÕobservation des cellules vivantes. Les acquisitions sont r�alis�es avec une cam�ra OrcaR2 

(Hamamatsu) et un filtre DsRed (EX BP 550/25, EM BP 605/70) ou eGFP (EX BP 470/40, 

EM BP525/50). Le logiciel utilis� pour les acquisitions est AxioVision4.8. 

- un microscope confocal Leica TCS-SP2.  

Dans tous les cas, le traitement des images a �t� r�alis� avec le logiciel ImageJ. 

 

FACS 

La fluorescence �mise par le Texas Red dans les cellules trait�es avec les PNA ou conjugu�s, 

a �t� quantifi�e par cytom�trie en flux avec le cytom�tre C6 (Accuri) en utilisant le filtre FL3. 

Les cellules sont trypsin�es pendant 10 min � 37¡C et lav�es deux fois au PBS. Seules les 

cellules vivantes sont s�lectionn�es selon les param�tres de taille (Forward Scatter) et de 

granulom�trie (Side Scatter). Les moyennes de fluorescence mesur�es ont �t� corrig�es par 
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soustraction de la fluorescence mesur�e dans les cellules non trait�es, ou trait�es avec le PNA 

AS1 ou AS2-TR, non conjugu� au CPP. 

 

D�pl�tion �nerg�tique 

Les cellules ensemenc�es la veille en microchambre IBIDI (40 000 cellules par puits) sont 

incub�es avec le conjugu� � 1 µM, pendant 1h � 37¡C en pr�sence de 10 mM dÕazoture de 

sodium (Acros Organics) et de 6 mM de 2-d�oxy-D-glucose (Sigma), ou pendant 1h � 4¡C, 

puis observ�es au microscope ou analys�es par cytom�trie en flux. 

 

Comp�tition pour lÕh�parine 

Les cellules ensemenc�es la veille en microchambre IBIDI (40 000 cellules par puits) sont 

pr�-trait�es avec 5 µg/mL dÕh�parine (heparin sodium salt from porcine intestinal mucosa, 

Sigma) pendant 30 min � 37¡C, puis incub�es en pr�sence de conjugu� � 1 µM et dÕh�parine � 

5 µg/mL pendant 1h. La fluorescence est ensuite quantifi�e par cytom�trie en flux. 

 

Traitement � la chloroquine 

Les cellules ensemenc�es la veille en microchambre IBIDI (40 000 cellules par puits) sont 

trait�es avec 1 µM de conjugu� et 150 µM de chloroquine (Sigma) pendant 4h � 37¡C puis 

analys�es par cytom�trie en flux ou microscopie de fluorescence. Pour lÕanalyse � 24h, du 

DMEM + 7% SVF est ajout� au milieu de traitement et les cellules sont cultiv�es pendant 20h 

suppl�mentaire � 37¡C.  

 

Recherche de colocalisation avec des marqueurs dÕendocytose 

Les cellules ensemenc�es la veille en microchambre IBIDI (40 000 cellules par puits), sont 

trait�es avec le conjugu� (R/W)9-AS2-TR � 1,5 µM et le marqueur fluorescent (voir ci-

dessous) pendant 2h puis observ�es au microscope Zeiss Axio Observer Z1.  

Les marqueurs utilis�s proviennent de Molecular Probes et sont les suivants : Transferrine-

Alexa 488 (25 µg/mL, marque la voie d�pendante de la clathrine), Dextran-Alexa 488 (0,25 

mg/mL, marque la macropinocytose), sous-unit� B de la toxine du chol�ra-Alexa 488 (10 

µg/mL, marque la voie d�pendante de la cav�oline) et lysotracker green DND26-Alexa 488 (1 

µM, marque les lysosomes).  
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PCI 

Pour lÕobservation de la PCI au microscope, les exp�riences sont r�alis�es en 

microchambres IBIDI (Biovalley). 15 000 cellules HeLa 1002 par puits sont ensemenc�es la 

veille du traitement dans un volume de 300 µL de milieu DMEM + 7% SVF. Les cellules sont 

trait�es avec le conjugu� (R/W)9-AS2-TAMRA ou (R/W)9-scr2-TAMRA pendant 4h � la 

concentration indiqu�e, dans un volume final de 150 µL dÕopti-MEM. Les cellules sont 

ensuite cultiv�es pendant 24h dans du DMEM + 7% SVF avant dÕ�tre observ�es dans de 

lÕHBSS avec le microscope LEICA DMIRE2. Le ph�nom�ne de PCI est observ�e lors de 

lÕirradiation en continu des cellules avec le filtre CY3 (EX BP 545/30, EM BP 610/75) et les 

acquisitions en timelaps sont r�alis�es avec le logiciel Metamorph.  

Les exp�riences de PCI pour lÕ�tude de lÕactivit� biologique sont r�alis�es en plaque 

96 puits, avec 9 500 cellules/puits ensemenc�es la veille du traitement. Les cellules sont 

rinc�es au PBS avant dÕ�tre incub�es pendant 4h � 37¡C en pr�sence du conjugu� � la 

concentration indiqu�e (1,5/3/5 µM). Trois volumes de DMEM + 7% SVF sont ensuite 

ajout�s, et les cellules sont incub�es � 37¡C sur la nuit. Le lendemain, les cellules sont rinc�es 

et incub�es pendant 2h dans du DMEM + 7% SVF pour le renouvellement des membranes 

(chasse des conjugu�s). Les cellules sont ensuite irradi�es dans la plaque 96 puits dans de 

lÕHBSS, avec une lampe � arc au x�non (Oriel Stanford CT) � 1 000 W et un filtre 545/50 nm 

(Balzers), � des dur�es et des intensit�s variables. Apr�s lÕirradiation, lÕefficacit� de la photo-

lib�ration est �valu�e par observation en microscopie de fluorescence, et lÕHBSS est remplac� 

par du DMEM + 7% SVF contenant de la doxycycline � 1 µg/mL. La lecture de lÕactivit� 

lucif�rase est r�alis�e 24h apr�s lÕinduction de son expression. Pour les exp�riences en 

pr�sence de phthalocyanine dÕaluminium (AlPcS2a, Frontier Scientific), les cellules ont �t� 

trait�es pendant 4h en opti-MEM contenant 5 µM de AlPcS2a et le conjugu� � la concentration 

indiqu�e. Puis, trois volumes de milieu DMEM + 7%SVF contenant la m�me concentration 

de AlPcS2a sont ajout�s et les cellules sont cultiv�es sur la nuit. La suite de lÕexp�rience est 

identique aux exp�riences sans AlPcS2a, mais avec une irradiation avec un filtre 650/50 nm 

(K65 de Balzers), � une intensit� de 250 mW/cm2 et pendant 9 min. 
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A steric blocker of translation elongation inhibits
IGF-1R expression and cell transformation
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ABSTRACT The insulin-like growth factor 1 receptor
(IGF-1R) is involved in transformation, survival, mitogen-
esis and differentiation. It is overexpressed in many
tumors and a validated target for anticancer therapy. In
cell-free systems, polypyrimidic peptide nucleic acids
(PNAs) can form triplex-like structures with messenger
RNAs and halt the ribosomal machinery during the trans-
lation elongation. A 17-mer PNA that formed a PNA2:
mRNA complex with a purine-rich sequence located in
the coding region of IGF-1R mRNA induced the synthesis
of a truncated IGF-1R in vitro. This PNA down-regulated
expression of the receptor by 70–80% in prostate cancer
cells without affecting insulin receptor expression that
exhibits high homology with IGF-1R. Inhibition occurs at
the translational level, since the IGF-1R mRNA level
measured by quantitative RT-PCR was not affected by
PNA treatment. In addition, IGF-1R knockdown by PNA
led to an attenuation of phosphorylation of downstream
signaling pathways, PI3K/AKT and MAPK, involved in
survival and mitogenesis and also to a decrease in cell
transformation. Of the steric blockers tested, which in-
cluded phosphorodiamidate morpholino oligomers and
locked nucleic acids, PNA was unique in its ability to form
triplex structures with mRNA and to arrest translation elon-
gation.—Lecosnier, S., Cordier, C., Simon, P., François,
J.-C., Saison-Behmoaras, T. E. A steric blocker of translation
elongation inhibits IGF-1R expression and cell transforma-
tion. FASEB J. 25, 2201–2210 (2011). www.fasebj.org

Key Words: peptide nucleic acid z IGF signaling z triplex struc-
ture z prostate cancer

The insulin-like growth factor 1 receptor (IGF-1R)
is a transmembrane tyrosine kinase receptor involved in
transformation, survival, mitogenesis, and differentia-
tion (1). It functions as a heterotetramer of 2 extracel-
lular ligand-binding a subunits and 2 b subunits that
cross the plasma membrane. The b subunits encompass
an intracellular domain devoted to the initiation of
signal transduction cascades. IGF-1R is overexpressed
in many tumors, such as cervical (2), prostate (3),
breast (4), and pancreatic adenocarcinomas (5). Inhib-
iting IGF-1R-mediated signaling deals a severe blow to
proliferation of cancer cells. Preclinical evidence show-

ing that targeting IGF-1R is effective in cancer treat-
ment has been accumulating for almost 2 decades.
Strategies used to block IGF-1R activity include antibod-
ies (6–7), small-molecule tyrosine kinase inhibitors
(TKIs; refs. 8–10), antisense oligonucleotides and anti-
sense expression plasmids (11–13), short-interfering
RNAs (siRNAs; refs. 14–15), triplex-forming oligonu-
cleotides (16–17), and dominant negative and kinase
defective mutants (18–20). Antibodies and TKIs are
currently in clinical development and show both effi-
cacy and toxicity (21). Although siRNAs effectively
knock down IGF-1R, these agents have undesirable
off-target effects and are a challenge to deliver (22).

Steric blocking oligonucleotides (ONs) are analogs
of nucleic acids that bind sequence specifically to
intracellular messenger RNAs (mRNAs) and interfere
with splicing or translation without inducing target
mRNA degradation. Their backbones confer nuclease
resistance, and they often form complexes more stable
than those formed with unmodified oligonucleotides.
In contrast to antisense oligonucleotides or siRNAs, the
RNA-ON hybrid does not need to be recognized by
cellular endonucleases, such as ribonuclease H (RNase
H) or argonaute 2, in order to achieve biological
effects. Instead, hybrid formation and resultant steric
interference prevent RNA recognition by relevant cel-
lular machinery.

These sequence-specific steric blockers have a great
potential as therapeutic agents for various diseases.
When they target splice acceptor or donor sites, they
are able to modulate splicing of premRNA (23). The
most clinically advanced disease target of this type is
Duchenne muscular dystrophy (24). Targeted to
59UTR of an mRNA or translation initiation region,
ONs prevent translation initiation (25). Targeting of
the coding region of an mRNA to inhibit translation
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elongation is more difficult because of the ability of the
ribosome to unfold secondary structures and, there-
fore, to displace ONs bound to mRNA.

Some studies in cell-free systems have demonstrated
that ONs can halt elongating ribosomes, and a few have
shown the synthesis of truncated proteins. These stud-
ies have used ONs conjugated to a cross-linking agent,
such as platinum (26–27) or polypyrimidinic peptide
nucleic acids (PNAs), that form triplexes with mRNA
(28–31). PNA oligomers are DNA mimics with a pseu-
dopeptide backbone composed of achiral and un-
charged N-(2-aminoethyl) glycine units. Polypyrimidic
PNA can form triple helical structures in which a
PNA:RNA duplex is bound by a second PNA that
interacts with the RNA strand of the duplex via Hoog-
steen base pairing. This PNA2:RNA complex involves
TzA:T and C1zG:C base triplets. There has been no
report of translation elongation arrest with steric block-
ers within cells. In the present study, we used a pyrim-
idine-rich PNA sequence complementary to the coding
region of IGF-1R mRNA. Treatment with the PNA
resulted in synthesis of a truncated IGF-1R protein in a
cell-free system. The PNA also down-regulated expres-
sion of IGF-1R in a human prostate cancer cell line.
This down-regulation affected downstream signaling
pathways involved in survival and proliferation and led
to a significant decrease in transformation of cells.

MATERIALS AND METHODS

Oligonucleotides

RNAs, locked nucleic acids (LNAs), phosphodiester oligonu-
cleotides (POs), and PNAs were synthesized by Eurogentec,
S.A. (Seraing, Belgium). Phosphorodiamidate morpholino
oligomers (PMOs) were synthesized by GeneTools, LLC
(Philomath, OR, USA). Sequences are listed in Table 1. The
PNA control, NH2-TATTCTTGTTCTTATCT-lys-lys, a scram-
ble sequence of PNA 959, was prepared on an Expedite 8909
automated synthesizer (AME Biosciences, Sharnbrook, UK),
as described previously (32). The PNA monomers were from
Link Technologies (Bellshill, UK). The siRNA targeting hu-
man IGF-1R was previously described by Rochester et al. (14)

and was synthesized at Sigma (Lyon, France). The siRNA has
the following sequence: sense strand, 59-CAAUGAGUACAAC-
UACCGCdTdT-39, and antisense strand, 59-GCGGUAGUU-
GUACUCAUUGdTdT-39.

Spectroscopic experiments

Association and dissociation rates of the PNA, LNA, and PMO
complexes with 17-nt complementary RNA were estimated by
cooling/heating experiments, as described previously (28).
Samples were prepared in a buffer containing 100 mM KCl
and 10 mM sodium cacodylate (pH 7) and contained 1 mM
RNA and 2 mM modified oligomer. The mixture was first
heated to 90°C, then cooled to 10°C and heated to 90°C at a
speed of 0.5°C/min. Absorbances at 260 and 330 nm were
measured during the cooling and heating steps. The differ-
ences between these absorbances are represented as a func-
tion of the temperature. The reported midpoints of the
transition (Tm) are equal to the maximums of the derivative
of the curves.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Complementary RNA was 59-32P end labeled, as described
previously (28), and purified using micro-Bio-Spin 30 chro-
matography columns (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).
A mixture of 100 nM of unlabeled and 10 nM of 32P-labeled
complementary RNA was incubated in 50 mM Tris (pH 8 or
6) with increasing concentrations of PNAs, LNA, or PMO at
37°C for 10 min. The mixture was then loaded on 15%
nondenaturing polyacrylamide gel or a 12% polyacryl-
amide/7 M urea denaturing gel. The gel buffers were either
100 mM Tris, 90 mM boric acid, and 1 mM EDTA (TBE) at
pH 8.3 or 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES buffer)
at pH 6. The nondenaturing gels were thermostatically main-
tained at 25°C. Imaging and quantitation were performed
with a Typhoon imager and ImageQuant software (GE
Healthcare, Little Chalfont, UK).

In vitro transcription and translation

The plasmid pIGFIR was constructed by insertion of the
cDNA of IGF-1R (4.1 kb) into the pcDNA3 host vector
downstream of the SP6 promoter. The IGF-1R expression
plasmid pCVN-IGFIR (expressing the human IGF-1R cDNA
driven by the SV40 promoter) was a gift from Dr. Renato
Baserga (Thomas Jefferson University, Philadelphia, PA,

TABLE 1. Properties of the steric blockers used in this study

Name Sequence Tm (°C) EMSA

PNA 330 TTTGTTTTCTTTTCTTC Hysteresis Duplex1triplex
PNA 476 TTGTTCCTGGTGTTTAT 80 Duplex
PNA 558 GGCTCCACGTCCTTGTT .80 Duplex
PNA 883 ATACTTCCTGTATTCCT 70 Duplex
PNA 926 TTTTCATATCCTGTTTT 70 Duplex
PNA 959 TTATTTCTCTTTCTATG Hysteresis Duplex1triplex
LNA 959 TTATTTCTCTTTCTATG .80 Duplex
PMO 959 CTGCTGTTATTTCTCTTTCTATGGA 70 Duplex

PNAs target the coding region of the IGF-1R mRNA. Number indicates the number of codons
before the start of the targeted sequence. PNAs are listed from N to C termini and are antiparallel to
mRNA. All PNAs contain a C-terminal lysine. LNA denotes a chimeric LNA sequence, where
underscored bases are LNAs, and the others are deoxyribonucleotides. LNA and PMO are listed from
59 to 39 termini. Tm was determined from the UV-melting profiles at 260 nm. EMSAs were performed
in nondenaturing polyacrylamide gels at pH 8.3.
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USA; ref. 20). The cDNA was excised from pCVN-IGF1R with
the restriction enzymes BamH1 and XbaI. It was subcloned
into pcDNA3 digested with the same enzymes and sequenced
by Genome Express (Meylan, France). In vitro transcription
was performed on BamH1-linearized pIGFIR with the Ampli-
Scribe SP6 high-yield transcription kit (Epicenter, Madison,
WI, USA) in the presence of RNasin recombinant ribonu-
clease inhibitor (Promega, Charbonnières-les-Bains, France).
The transcript was then purified with a Chroma Spin1TE-400
chromatography column (Clontech, Saint-Germain-en-Laye,
France), followed by ethanol precipitation. The IGF-1R tran-
script (1.6 mg) was incubated with PNAs, PO, LNA, or PMO
for 5 min at 37°C, and the mix was added to rabbit reticulo-
cyte lysate (Promega) supplemented with amino acid mix
(minus methionine), and 35S-methionine (30 mCi). The
translation was performed at 37°C for 20 min. With PO, 1 U
of Escherichia coli RNase H (New England Biolabs, Hitchin,
UK) was added to the final mixture. The 35S-radiolabeled
proteins were separated by Tris-glycine, SDS-PAGE. Imaging
and quantitation were performed with a Typhoon imager and
ImageQuant (GE Healthcare).

Transfection of cells

The human prostate cancer cell line DU145 and breast
adenocarcinoma cell line MCF-7 (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA) were grown in RPMI 1640
and DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), respectively,
supplemented with 10% of FBS (Perbio; Thermo Scientific,
Brebières, France) and 2 mM of l-glutamine (Invitrogen) in
5% CO2 incubator at 37°C. Transient transfections were
performed using the Amaxa Nucleofector electroporation
system (Lonza, Köln, Germany) with the Cell Line 96-well
nucleofector kit SE and the program CM-137. Cells were also
permeabilized with streptolysin-O, as described by Faria et al.
(33). Cells transfected without oligomer are called the un-
treated sample and were used as references in each experi-
ment.

Western blot analyses

Following transfection, cells were seeded on plates and cul-
tured. After indicated times, cells were harvested, and cellular
proteins were extracted with RIPA 13 (Pierce, Rockford, IL,
USA) supplemented with Complete protease inhibitor cock-
tails (Roche, Basel, Switzerland). Cellular proteins (30 mg)
were subjected to reducing SDS-PAGE and transferred to
membranes. Expression of IGF-1R was evaluated by blotting
with a 1:200 dilution of rabbit polyclonal antibody against the
C-terminal region of human IGF-1R-b (sc-713; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) for 1 h at room
temperature and normalized using an antibody against b-ac-
tin (A5316; Sigma). Expression of IR was evaluated by blot-
ting with a 1:200 dilution of mouse monoclonal antibody
(sc-09; Santa Cruz Biotechnology) overnight at 4°C and
normalized using the anti-b-actin antibody.

For analysis of signaling pathways, at 24 h after transfec-
tion, cells were serum starved for 21 h and then stimulated
with 100 nM of IGF-1 (Peprotech, Neuilly-sur-Seine, France)
for 15 min. Proteins were extracted with RIPA containing
phosphatase inhibitors (Cell Signaling, Beverly, MA, USA).
Blots were performed with 1:1000 dilutions of rabbit poly-
clonal antibodies against human phosphorylated AKT, total
AKT, phosphorylated p44/42MAPK, and total p44/42MAPK
(Cell Signaling) overnight at 4°C.

Membranes were incubated with a 1:5000 dilution of
secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase
(GE Healthcare), and bands were visualized by chemilumi-

nescence with ECL Plus Reagents (GE Healthcare). Western
blot films were then scanned in tif format in grayscale using
an Epson Expression 1600 Pro flatbed scanner (Epson,
Nagano, Japan), followed by band quantification using either
ImageQuant or ImageJ 1.43 software (U.S. National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA) following the method out-
lined at lukemiller.org (http://lukemiller.org/index.php/
2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/). Data are
presented as means 6 sd. Statistical analyses were conducted
using Prism 5.0a software (GraphPad, San Diego, CA, USA).
Comparisons among groups were performed with the 1-way
ANOVA test. If statistical significance was found, the Tukey
post hoc test was used. Values of P , 0.05 were considered to
be statistically significant; asterisks in figures indicate compar-
ison to untreated samples.

RT-qPCR

Total cellular RNA was prepared using the RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA) with DNase I treatment. Of each
sample, 200 ng was reverse transcribed into cDNA using Affinity-
Script and random primers (Stratagene, La Jolla, CA, USA).
With SideStep II SYBR Green QRT-PCR Master Mix (Strat-
agene), qPCR was performed using the primers for human
IGF-1R: sense, 59-AAAAACCTTCGCCTCATCC-39, and anti-
sense, 59-TGGTTGTCGAGGACGTAGAA-39. Human GUS b was
amplified as a control: sense, 59-CGCCCTGCCTATCTGTATTC-
39, and antisense, 59-TCCCCACAGGGAGTGTGTAG-39. The
primers were designed with Roche’s Probefinder and synthe-
sized by Sigma. Forty cycles of the following thermocycling
conditions were used: 95°C for 30 s, 60°C for 1 min, 72°C for 1
min on a Stratagene Mx3000P instrument. The comparative
cycle threshold method was used to calculate relative quantities
of mRNA.

Soft agar colony formation assay

DU145 cells, permeabilized with streptolysin-O, were trans-
fected with buffer, 0.5 mM PNA 959, or PNA scramble and
plated immediately or after 24 h. Practically, 104 cells were
suspended in RPMI containing 10% FBS and 2 mM of
l-glutamine with 0.3 or 0.7% agar and plated in 60-mm plastic
Petri dishes on top of a precast semisolid 0.5% agar under-
layer. After 15 or 21 d, colonies .0.05 mm were counted in
dishes with a microscope at 35. Colonies were photographed
with a Leica microscope system (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) and a 310 objective. Images at different depths
were compiled and recorded with Metamorph (Universal
Imaging Corp., Marlow, UK).

RESULTS

Characteristics of PNA:RNA complexes

We showed recently that T-rich PNAs can form triplex
structures at physiological pH with complementary
RNAs (28, 31). Triplex formation involves TzA:T and
C1zG:C base triplets stabilized by Watson-Crick and
Hoogsteen bonds. Cytosines must be protonated to
form Hoogsteen bonds, which requires acidic pH. We
selected 6 T-rich PNAs targeting the coding region of
IGF-1R mRNA for in vitro analysis (Table 1). We chose
17-residue PNAs in order to have unique targets within
the human transcriptome. PNAs were synthesized with
a C-terminal lysine to enhance their solubility. The
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sequences of PNAs 959 and 330 are most likely to form
partial-triplex structures of those tested, since these two
PNAs have the highest numbers of thymine (11 and 13,
respectively) and a large central block of pyrimidines.
UV-melting curves and EMSAs were performed to
characterize the complexes formed by each PNA with a
17-nt complementary RNA.

Spectroscopic analyses revealed that the heating and
cooling curves were superimposable for all PNA:RNA
complexes except for complexes formed with PNAs 330
and 959 (Fig. 1 and Table 1). In these cases, tempera-
tures of dissociation and association were different,
suggesting that complexes were not at equilibrium
during the experiment, which gave rise to hysteresis.
This observation is consistent with triplex formation
(28). For all of the complexes, midpoints of association
and dissociation curves were high (70–85°C). To-
gether, these results suggested that the 17-mer PNAs
form very stable complexes with RNA involving duplex-
or triplex-like structures even at neutral pH (Fig. 1 and
Table 1).

EMSAs were performed to corroborate the hypothe-
sis of triplex formation. Figure 2A shows that in nonde-
naturing conditions, a single complex that corresponds
to the duplex was formed between the RNA and PNA
926. Similar results were obtained with PNAs 558, 883,
and 476 (data not shown). At pH 8.2, in the presence of
PNA 959 and 100 nM complementary RNA, one com-
plex was observed at low PNA concentrations (,20
nM), whereas a slower migrating second complex ap-
peared at higher PNA concentrations. Above 100 nM,
only the slower migrating complex persisted (Fig. 2B).
We also carried out an EMSA at pH 6 in order to allow
cytosine protonation and increase triplex stability. Fig-
ure 2C shows that the concentration of PNA 959
required to form the triplex was 2 times less at pH 6
than under conditions of basic pH. Therefore, cytosine
protonation is involved in the complex stability, as
expected for triplexes formed with a cytosine-contain-
ing third strand. The EMSA of PNA 330 and comple-

mentary RNA shown in Fig. 2D was quite different from
that obtained with PNA 959. There were two bands
formed at both low and high PNA 330 concentrations.
Although we do not have firm evidence that the com-
plex formed is a triplex structure, the hysteresis shown
in UV-melting curves suggests that it is not a duplex
structure. To explore the stability of these complexes,
we analyzed the samples on a denaturing polyacryl-
amide (7 M urea) gel. Under denaturing conditions
(Fig. 2E), the complexes formed by PNA 959 and by
330 with respective complementary RNAs were more
stable than the complex formed between PNA 926 and
its complementary RNA. It is noteworthy that com-
plexes 330 and 959 were resistant to these denaturing
conditions, emphasizing the very high stabilities of
these complexes.

Translation elongation arrest and production of a
truncated protein in cell-free system

Cell-free translation of IGF-1R mRNA was performed in
the presence of the PNAs targeting the coding region. As
expected, PNAs 959 and 330, which presumably form
triplexes with target sequences, were the only PNAs of
those tested that halted translation elongation and re-
sulted in formation of truncated proteins (Fig. 3). For the
PNA 959, the mass of the truncated protein was ;109
kDa, similar to the mass of polypeptide chain obtained
after RNase H cleavage of the RNA duplexed in the
presence of a phosphodiester PO of the same base
sequence (Fig. 3A). Interestingly, the proteins generated
in the presence of PNA 330 migrated as a smear on the
polyacrylamide gel, suggesting that a continuum of trun-
cated products was produced (Fig. 3B). A possible expla-
nation is that when the elongating ribosome stalls at the
PNA block, it remains associated with the mRNA stalling
ribosomes behind it, which are carrying even shorter
polypeptides. In the case of PNA 959, the arrest of the
elongating ribosome may induce its dissociation from the

Figure 1. Spectroscopic analyses. Melting profiles of the complexes formed with indicated 17-mer PNAs (2 mM) and
complementary RNA (1 mM) in a buffer containing 100 mM KCl and 10 mM sodium cacodylate at pH 7. Mixture was first heated
to 90°C, then cooled to 10°C, and then heated to 90°C at a speed of 0.5°C/min. Absorbances at 260 and 330 nm were measured
during the cooling and heating steps. For PNA 926, the heating and cooling profiles are superimposed. This is not the case for
PNAs 959 and 330; a hysteresis was observed, and heating curves are shifted toward higher temperatures than cooling curves.

2204 Vol. 25 July 2011 LECOSNIER ET AL.The FASEB Journal z www.fasebj.org



mRNA, thereby allowing the accumulation of a single
truncated polypeptide chain. Degradation of a PNA 330-
induced truncated protein might also lead to the ob-
served continuum of protein products. Although PNAs
476 and 558 formed stable duplexes, they did not pro-
duce truncated proteins. This screening suggests, as
shown previously (30), that duplex structures are not able
to stop elongating ribosomes on an eukaryotic mRNA.

We also assessed the ability of other chemistries to
block elongation. LNAs and PMOs are known to be
good steric blockers (34–36). Rules for design of
chimeric LNAs optimal for triplex formation (37) were
followed. Our molecule alternates LNA and DNA nu-
cleotides and maximizes the number of thymine LNA
residues, and the C-terminal residue is an LNA. For the
PMO, we chose a 25-nt sequence. This length is neces-

Figure 2. EMSA. A–D) Mixture of 100 nM of unlabeled and 10 nM of 32P-labeled RNA was incubated in 50 mM Tris buffer (pH
8 or 6 as indicated below the gels) with increasing concentrations of indicated PNA. Mixture was allowed to hybridize for 10 min
at room temperature and then was loaded on 15% nondenaturing polyacrylamide gel. Gels and buffer contained TBE buffer
at pH 8.3 or MES buffer at pH 6. A) PNA 926, pH 8. B) PNA 959, pH 8. C) PNA 959, pH 6. D) PNA 330, pH 8. E) Indicated
complexes analyzed on a 12% polyacrylamide/7 M urea denaturing gels. Bottom bands are unhybridized RNAs; slower
migrating bands are RNA:PNA hybrids.

Figure 3. Effect of PNAs on cell-free translation of IGF-1R mRNA. In vitro transcribed IGF-1R mRNA was preincubated with PNA 959,
PO 959, LNA 959, or PMO 959 at the concentrations indicated above the lanes and translated in rabbit reticulocyte lysate with
35S-methionine as described in Materials and Methods. Reactions were carried out for 20 min at 37°C and analyzed by SDS-PAGE. PO
was used in presence of RNase H to produce a control of truncated protein size. In this cell-free system, the IGF-1R protein is not
processed, and its precursor (155 kDa) is observed. A) PNA and PO 959. B) PNA 330. C) LNA and PMO 959.
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sary to form a duplex with Tm $ 70°C. Although PNA
959 formed a triplex-like structure, neither the LNA of
the same sequence nor the PMO 959 did, as shown by
the absence of hysteresis profile in melting experiments
(Table 1). Figure 3C shows that these oligomers also
failed to stop translation elongation. This indicates that
PNAs are more prone to formation of triple helices
under physiological conditions than were these other
modified oligomers.

PNA 959 specifically inhibits IGF-1R expression
in prostate cancer cell line DU145

Overexpression of IGF-1R protein induces growth, neo-
plastic transformation, and protection from apoptosis.
Furthermore, this receptor is reportedly up-regulated
during the progression to androgen-independent pros-
tate cancer in vivo (38), and expression of an antisense
RNA complementary to IGF-1R blocks the growth of rat
prostate tumors in vivo (39). This suggests that the
IGF-1R has potential as a target for treatment of
androgen-independent prostate cancer. Among meta-
static prostate cancer lines DU145, PC3, and LNCaP,
DU145 cells have the highest IGF-1R levels (14). Thus,
we chose to work with androgen-independent DU145
cells.

PNA 959 and the PNA control containing 2 C-termi-
nal lysines were introduced into the cells by nucleofec-
tion. To assess the expression of functional IGF-1R-b
after the treatment, immunoblotting analysis using an
antibody targeting the C terminus of IGF-1R was per-
formed on total cell lysates (Fig. 4A, B). Figure 4B shows
that in cells treated with 1 mM PNA 959, a strong
inhibition of IGF-1R expression was achieved, whereas
the control PNA sequence did not affect IGF-1R levels.

Figure 4C shows IGF-1R inhibition as a function of PNA
concentration; almost complete inhibition of IGF-1R
was observed at 1.5 mM PNA 959, 48 h after treatment.
At 1 mM PNA 959, kinetic studies indicated that the
inhibition increased over time and reached 66 6 14%
inhibition between 24 and 48 h, and this level was
maintained up to 72 h (data not shown). Although PNA
330 formed complexes as stable as those formed with
PNA 959, the latter was almost twice as efficient as the
inhibitor of IGF-1R expression in cells at 1 mM (Sup-
plemental Fig. S1). Therefore, we chose PNA 959 for
the subsequent cellular experiments.

The insulin receptor (IR) is structurally and func-
tionally related to IGF-1R. The homologous target
sequence of PNA 959 in IR transcript shares 10 bases (8
contiguous) over 17 in common with the IGF1-R tran-
script (Supplemental Fig. S2). Supplemental Fig. S3
shows that IR is not affected under conditions where
IGF1-R was down-regulated by PNA 959 treatment.
Therefore, PNA 959 is selective for IGF-1R.

Mechanism of the cellular inhibition

To obtain further insight into the mechanism by which
PNA 959 causes the IGF-1R down-regulation, we have
investigated its effect on IGF-1R mRNA level. Unlike
siRNAs, steric blockers do not induce target mRNA
hydrolysis. Therefore, as a positive control, we have
used a previously described siRNA that specifically
targets IGF-1R in DU 145 cells (14). Figure 5 shows that
the treatment of DU 145 cells with 0.05 mM of siRNA
decreased protein levels by 76.8 6 12.4%. The decrease
of IGF-1R protein level was concomitant to the decrease
of mRNA level by 47 6 7% as quantified by RT-qPCR.
We have quantified the mRNA levels in the experi-

Figure 4. Effect of PNAs on expression of IGF-1R in DU145 cells. A) Structure of IGF-1R. This heterotetramer is composed of
2 extracellular ligand-binding a subunits and 2 transmembrane b subunits linked by disulfide bonds. The b subunits carry the
intracellular tyrosine kinase domain and transduce the signal. PNA 959 produces a truncated protein, whose b subunit retains
the membrane domain but not the intracellular domain. B) Inhibition of expression of IGF-1R in DU145 human prostate cancer
cells with PNA 959. DU145 cells were nucleofected with PNA or left untreated and were seeded on plates. Total protein was
extracted after 48 h. Immunoblotting was performed with a C-terminal antibody against IGF-1R-b (90 kDa) and an antibody
against b-actin (42 kDa). The 2 bands stained with anti-IGF-1R-b correspond to the 2 known isomers of the protein. C) IGF-1R
protein levels were quantified by densitometry after correcting for b-actin protein levels on immunoblots of three sets of
independently prepared lysates. Levels were calculated by comparison with untreated sample. Plot corresponds to quantitative
analysis of 3 independent experiments with means 6 sd. ns 5 nonsignificant, **P , 0.01; ***P , 0.001.
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ments, where, compared to the scramble sequence, 1
mM PNA 959 inhibited the IGF-1R protein level by 66 6
14% (see Fig. 4). Figure 5 shows that in similar condi-
tions, IGF-1R mRNA level was not affected, whereas
IGF-1R was down-regulated by 44%. This indicates that
PNA 959 that interacts with the mRNA does not induce
its degradation. The PNA most probably acts as a steric
blocker in DU 145 cells, as it inhibits protein synthesis
at a translational level. Our data show that PNA 959
does not inhibit transcription of the IGF-1R gene.
Although PNAs may bind to genomic DNA after strand
invasion (40), it is not the case for the PNA 959
sequence that spans the junction of exon 14 (on 11
bases) and exon 15 (on 6 bases) (Supplemental Fig.
S2). Moreover, our data show that the PNA-mRNA
hybrid is not detected by nonsense-mediated mRNA
decay (NMD) machinery that degrades mRNAs that
have in-frame premature termination codons (41).

Biological effects of IGF-1R knockdown by PNA 959

The binding of IGF-1R to its ligand IGF-1 results in
tyrosine kinase activation and stimulation of the down-
stream signaling pathways Ras/MAPK and phosphati-
dylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT (1). A cascade of
responses is triggered from proliferation to survival and
motility and, potentially, tumor progression. AKT and

ERK1/2 are intermediates of the signaling pathways
PI3K/AKT and MAPK, respectively. They are phosphor-
ylated on IGF-1 binding. We chose to work at 0.5 mM of
PNA 959 in order to assess biological effects when 50% of
receptor expression was inhibited. At 2 d after transfec-
tion of PNA 959 into DU145 cells, we observed a decrease
in IGF-1-induced phosphorylation of the signaling inter-
mediates AKT and ERK1/2 (Fig. 6). PNA 959 treatment
specifically inhibited the phosphorylation of AKT and
ERK1/2 by 64 and 79%, respectively. PNA scramble did
not affect pAKT level and induced a weak inhibition
(20%) of pERK1/2. The inhibitions were maintained for
at least 3 d (data not shown). Therefore, treatment of cells
with PNA 959 inhibits phosphorylation of important
regulators of cell growth and survival.

IGF-1R is crucial for malignant transformation (42);
therefore, we assessed the effects of PNA 959 on cell
transformation. Anchorage-independent growth in the
semisolid medium of soft agar is a strong indicator of
the transformed phenotype and a stringent test of
mitogenic capacity, because several cycles of cell divi-
sion are required to form detectable colonies. There-
fore, soft agar colony formation assays were performed
to assess the ability of DU145 cells treated with the PNA
to transform. Cells were seeded in soft agar 24 h after
PNA 959 treatment. Cells treated with 0.5 mM PNA 959
formed few, small colonies, in sharp contrast to un-
treated cells (64% inhibition; P,0.01), whereas those
treated with 0.5 mM PNA scramble formed numerous
colonies with larger diameter (32% inhibition, P,0.05;
Fig. 7 and Supplemental Fig. S4). When cells were
seeded in soft agar directly after PNA treatment, colony
formation was reduced by 65% with 0.5 mM PNA and by
25% with 0.5 mM PNA scramble. Altogether, these

Figure 6. Effect of PNA 959 on IGF signaling. DU145 cells,
permeabilized with streptolysin-O, were transfected with buf-
fer, 0.5 mM PNA 959, or 0.5 mM control PNA. After 24 h,
cultures were serum starved for 21 h, then stimulated with 100
nM of IGF-1 for 15 min. Total cell proteins were extracted.
Levels of phosphorylated AKT and phosphorylated ERK1/2
were determined by immunoblotting; after a gentle stripping
step, levels of total AKT and ERK1/2 were determined.

Figure 5. Expression of IGF-1R mRNA in the presence of
siRNA or PNA 959 in DU145 cells. Expression levels of IGF-1R
mRNA were measured by RT-qPCR. DU145 cells were nucleo-
fected with 1 mM PNA 959 or 0.05 mM siRNA and incubated
for 48 h. Protein extractions and Western blot analyses were
performed with half of the cells. mRNA was extracted from
the other half and retrotranscribed, and cDNA was analyzed
by qPCR with GUS-b as an internal standard. Comparative
cycle threshold method was used to calculate relative quanti-
ties of mRNA. For each experiment, inhibition was calculated
compared to levels of mRNA from untreated cells that are
assigned as 100% (not shown). Plot corresponds to quantita-
tive analysis of 5 independent experiments with means 6 sd.

***P , 0.001.
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results show PNA 959 specifically and strongly inhibited
transformation of these prostate cancer cells.

DISCUSSION

In this study, we demonstrate a new approach for
inhibition of IGF-1R expression. A PNA complemen-
tary to a coding region in the IGF-1R mRNA served as
a steric blocker, inhibiting translation elongation from
the IGF-1R mRNA. In cell-based assays, the PNA effec-
tively silenced IGF-1R gene expression and inhibited
clonogenic survival. The two main classes of agents that
have been used to block IGF-1R function are antibodies
and TKIs. Both approaches are in preclinical or clinical
development. Although promising, toxic effects, such
as hyperglycemia or hematological or metabolic toxic-
ity, are observed (21). Moreover, since IGF-1 signaling
has neuroprotective effects, there are some concerns
that TKIs that can cross the blood-brain barrier would
have neurological toxicity. Among nucleic acid-based
strategies, siRNAs that knock down IGF-1R have been
reported, but may trigger host immune responses (43–
44) and deregulate nontargeted genes (45). Antisense
oligonucleotides also encounter specificity problems,
since short heteroduplexes of 6 bp are sufficient to be
recognized and cleaved by RNase H (46). The steric
blocker approach may have a higher specificity than
strategies dependent on RNA cleavage, since binding to
a secondary site is less likely to induce a biological
effect. The IGF-1R is implicated in several cancers,

including both prostate and breast cancer. To show
that IGF-1R down-regulation in androgen-independent
DU 145 prostate cancer cell line is not cell-type specific
phenomenon, we have transfected the PNA 959 in
MCF-7 human breast cancer cells. Supplemental Fig. S5
shows that in MCF-7 cells treated for 24 h with 1 mM
PNA 959, a strong inhibition of IGF-1R expression was
achieved, whereas the control scramble PNA had no
effect. Therefore, IGF-1R that is considered as a ratio-
nal therapeutic target in both prostate and breast
cancer can be targeted by steric blocker antisense PNA.
PNAs are well tolerated in cells (47) and are highly
specific, as single mismatches greatly destabilize PNA:
RNA complexes (48). By targeting the mRNA, the PNA
strategy circumvents a major obstacle to design antibod-
ies and TKI, which is the high homology between IR
and IGF-1R. Moreover, unlike siRNAs and antisense
oligonucleotides, PNAs can invade stable secondary
structures of mRNA (49). A limitation of our strategy is
that PNAs are uncharged molecules that are poorly
taken up by mammalian cells. To overcome the prob-
lem of delivery, PNAs conjugated to cell-penetrating
peptides have been widely studied (50). A PNA conju-
gated to four lysines systemically injected into mice had
activity in organs, including heart, lung, and muscle
(23). Another possible solution to the uptake problem
is to conjugate the PNA to oligophosphonate groups (51).

We hypothesize that the PNA investigated here in-
hibits IGF-1R expression by sterically blocking transla-
tion elongation; however, this mechanism was not
absolutely confirmed in cells. In cellular experiments,
we showed that the inhibition occurred at a transla-
tional level and that the mRNA was not degraded.
Although we detected a truncated form of the protein
in our cell-free translation system, the truncated pro-
tein was not observed in DU145 cells, and use of an
antibody targeting the N-terminal region of IGF-1R did
indicate a decrease of the receptor expression (data not
shown). One possible reason is that the truncated
proteins may be degraded by proteasomes. Another
reason could be that the ribosomes halted at the PNA
block remain associated with the mRNA and prevent
other translation cycles. Finally, we cannot rule out the
possibility that in cells, the PNA affects translation
initiation or that the PNA induces localization of the
mRNA to a compartment that prevents its translation.

The LNA that we tested was designed to form a
triplex structure, but we did not detect an LNA2-RNA
complex. In both the LNA and the 17-mer PNA 959,
only 3 bases on either side of the central block of 11
pyrimidines cannot form Hoogsteen bonds with the
mRNA. These flanking residues may be an obstacle to
triplex formation for the charged and less flexible LNA
but not the PNA. The tested PMO was also inactive. Our
data support the hypothesis that the triplex is necessary
to stop translation elongation on eukaryotic mRNAs.
All PNAs that formed duplex structures were inactive
despite the high stability of complexes measured in
thermal denaturation studies. It appears that bulk
rather than stability is the essential parameter for

Figure 7. Effect of PNA on anchorage-independent colony
formation by DU145 cells. DU145 cells, permeabilized with
streptolysin-O, were transfected with buffer or 0.5 mM PNA
959 or PNA scramble and plated after 24 h. Data are
expressed as percentage control colony formation for un-
treated cells. Plot corresponds to quantitative analysis of 2
independent experiments with means 6 sd. Compared with
control scramble PNA-transfected cells, growth of PNA 959-
transfected cells lines was significantly reduced. *P , 0.05;
**P , 0.01.
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inhibition of elongating ribosomes in the eukaryote
system. The advantage of blocking elongation rather
than translation initiation is that the complex can be
formed anywhere on the mRNA, not just at the 59-end
mRNA. Further, with incorporation of pseudoisocyto-
sines in one PNA strand, the pH dependence of the
Hoogsteen bonds can be avoided (52), making se-
quences containing cytosines potential targets. In addi-
tion to therapeutic applications, PNA steric blockers
could be used as tools to understand mechanisms of
mRNA regulation or to study the translation elonga-
tion. Evidence suggests that IGF-IR signaling is re-
quired for survival and growth when prostate cancer
cells progress to androgen independence.
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Introduction

Peptide nucleic acids (PNAs) are DNA mimics with uncharged,

peptide-like backbones. PNAs have unique properties and

have been objects of intense interest in the fields of biotech-

nology and biomedicine. PNAs hybridize to RNA and DNA se-

quences in sequence-specific manner with very high affinities

and are very resistant to nuclease and protease degradation.

Consequently, PNAs have been developed both as antisense

and as antigene agents for artificial regulation of gene expres-

sion and gene editing. Antisense PNAs are particularly effective

in applications aimed at modulating splicing (for a review, see

ref. [1]) or, more recently, inhibiting miRNA functions.[2]

On the other hand, PNAs do not readily diffuse through lipid

membranes into the interiors of intact cells. To increase levels

of cellular uptake, PNAs are often conjugated with small lipo-

philic molecules, and considerable work has been done with

PNAs conjugated with cell-penetrating, positively charged pep-

tides (CPPs; for a review see ref. [3]). Most PNA–CPP conjugates

internalized by cells are retained in the endosome/lysosome

compartments, and additional treatment is needed to induce

endosomal escape.

Here we report that chemical modification of PNAs with fla-

vins facilitates cellular uptake. Flavins are biological molecules

present in cells as riboflavin (vitamin B2), flavin adenine dinu-

cleotide (FAD), and flavin mononucleotide (FMN); each con-

tains a redox-active isoalloxazine group and a ribitol sugar

moiety. Riboflavin is an essential nutrient that is actively ab-

sorbed by eukaryotic cells through specialized transport mech-

anisms that are poorly understood, although a riboflavin carrier

protein (RCP) is known to be involved in receptor-mediated

riboflavin internalization. Specific receptors (RiboFlavin Trans-

porters, RFTs) have recently been identified[4] and shown to be

expressed in given tissues that absorbs flavins. Two previous

studies reported the use of flavins as carriers or targeting

ligands: in one case for bovine serum albumin (BSA)[5] and in

the other for a dendrimeric nanoparticle conjugated to metho-

trexate.[6] The synthesis of PNA–flavin conjugates has been de-

scribed previously, and it was shown that the presence of the

flavin moiety did not impair PNA affinity for complementary

sequences.[7] Here we present the results of cell penetration

studies and cellular antisense activity of PNA–flavin conjugates.

Results

Synthesis of PNA–flavin conjugates and uptake properties

We carried out the solid-phase synthesis of a series of PNA

conjugates tagged with a synthetic flavin (F) at their N termini

(Figure 1A). The flavin (F) contains a tail with a carboxylate

end for covalent attachment to the PNA through an amide

bond. We also attached a tetramethylrhodamine dye—TAMRA

(R)—at the C termini of the flavin–PNA conjugates (F-PNAs)

through the side chain of a lysine residue to give F-PNA-R con-

jugates (Figure S1 in the Supporting Information). The C-termi-

nal lysine moieties were introduced to facilitate attachment of

the fluorophore.

Oligonucleotides and their analogues, such as peptide nucleic

acids (PNAs), can be used in chemical strategies to artificially

control gene expression. Inefficient cellular uptake and inap-

propriate cellular localization still remain obstacles in biological

applications, however, especially for PNAs. Here we demon-

strate that conjugation of PNAs to flavin resulted in efficient

internalization into cells through an endocytic pathway. The

flavin–PNAs exhibited antisense activity in the sub-micromolar

range, in the context of a treatment facilitating endosomal

escape. Increased endosomal release of flavin conjugates into

the cytoplasm and/or nucleus was shown by chloroquine treat-

ment and also—when the flavin–PNA was conjugated to rhod-

amine, a mild photosensitizer—upon light irradiation. In con-

clusion, an isoalloxazine moiety can be used as a carrier and at-

tached to a cargo biomolecule, here a PNA, for internalization

and functional cytoplasmic/nuclear delivery. Our findings could

be useful for further design of PNAs and other oligonucleotide

analogues as potent antisense agents.
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The ability of flavin to deliver PNAs into cells was first inves-

tigated by fluorescence microscopy of live cells after treatment

with F-P0-R; flow cytometry (FACS) was used for quantification.

HeLa cells were treated with 1.5 mm PNA conjugates. After 1 to

3 h of incubation at 37 8C, intense rhodamine fluorescence was

observed in intracellular, mainly vesicular, structures (Fig-

ure 1B). The levels of internalized conjugates were shown by

fluorescence imaging and FACS quantification to increase with

time. When cells were treated for 3 h and further cultured in

fresh medium for an additional 21 h (Figure 1B, 24 h time

point), cellular rhodamine fluorescence was still mainly local-

ized in vesicular structures, although the sizes of the vesicles

were smaller than those observed at 3 h. In contrast, cellular

uptake experiments with PNA–rhodamine conjugate (P0–R)

showed only background level signal after 3 h incubation, thus

indicating that the flavin was essential for cellular internaliza-

tion of PNAs. Finally, flavin–PNA conjugates without TAMRA

also exhibited only background signal, as would be expected

from flavin’s absorbance properties (Figure S4A).

To characterize the uptake mechanism and intracellular lo-

calization of PNA conjugates, we first investigated the energy

dependence of the uptake in order to distinguish between a

direct process involving translocation across the lipid bilayer

and energy-dependent mechanisms. Uptake of F-P0-R into

HeLa cells was almost abolished upon incubation at 4 8C and

upon depletion of cellular ATP by sodium azide treatment (Fig-

ure S2A). This indicates that the internalization of these PNA

conjugates is in large part mediated by an energy-dependent

process. We then examined the colocalization of the conju-

gates with labeled transferrin and dextran, well-known markers

for clathrin-coated vesicle and smooth-vesicle endocytosis, re-

spectively. At early time points (2 h) there was extensive coloc-

alization of PNA conjugates with dextran but no colocalization

with transferrin (Figure S2B). The PNA conjugate signal partial-

ly overlapped with that of an acidotropic marker (LysoTracker

Green) known to localize in lysosomes, but only at long incu-

bation times (24 h). Taken together, these localization studies

suggest that F-P0-R conjugates are internalized by HeLa cells

through the same endocytic pathway as the one which inter-

nalizes dextran: namely smooth-vesicle endocytosis, also called

macropinocytosis.

Uptake studies were also carried out in Caco2, RPE1, and

COS-1 cells. Caco2[8] and RPE1[9] cells had previously been

shown to internalize riboflavin; COS-1 cells do not express

RCP.[10] After 3 h of incubation with F-P0-R, an intracellular pat-

tern of fluorescence similar to that observed with HeLa cells

was seen for the three cell lines (Figure S3); no significant

uptake of P0–R was detected in any of the cell lines. These re-

sults demonstrate that flavins mediate cellular uptake of PNAs

in various cell lines, including cells lacking the RCP as COS-1,

suggesting that this protein is not essential for PNA–flavin con-

jugate internalization, in contrast to what has been described

for flavins alone.[10]

Endosomal escape of PNA–flavin conjugates

The PNA–flavin conjugates are almost exclusively localized in

endosomal compartments even after long incubation times.

Sequestration in endocytic vesicles prevents PNA access to

their nucleic acid targets. We therefore evaluated the effects of

chloroquine (CQ), an endosomolytic agent that alters endoso-

mal pH, on PNA conjugate localization. CQ has been success-

fully used in several studies involving PNAs,[11] especially PNA–

CPP conjugates. Incubation of HeLa cells with F-P0-R in the

presence of CQ led to an increase in the sizes of the vesicles,

and weak fluorescent signals were observed in the cytosol and

the nuclei of some cells (Figure 2A). These observations sup-

port the possibility that endosomolytic reagents could induce

endosomal release of the PNA–flavin conjugates.

A few examples have described the escape of some fluores-

cent peptide or protein conjugates, and recently PNA conju-

gates, from endosomes during fluorescence microscope analy-

sis.[12] We made a similar observation in the case of flavin–PNA

conjugates. Cells irradiated during image stack acquisition un-

derwent redistribution of the rhodamine signal from endoso-

mal compartments to cytosol and nucleus. After approximately

1 min of irradiation with the 545/30 nm filter, F-P0-R had escap-

ed from vesicles and diffused throughout the cells and into

the nucleus. This phenomenon, referred to as photochemical

Figure 1. Flavin conjugation for PNA delivery. A) Chemical structures of PNA

conjugates used in this study. Left : the flavin derivative used has a carboxylic

acid chain at N10 instead of a ribityl chain as in the natural riboflavin, and

this modified chain was coupled to the N-terminal ends of the PNAs (F–

PNA). Right: sequences of PNAs used in this study. Sequences are written

from 5’/N-term to 3’/C-term. B) Uptake and intracellular distribution of PNA–

flavin conjugates. HeLa-luc cells were treated with 1.5 mm of F-P0-R or P0–R

for 1 h or 3 h and then observed under a microscope for red fluorescence

and phase contrast, either immediately or at 21 h post-treatment (24 h time

point), and analyzed by flow cytometry (n=5; p=0.008). Scale bar: 20 mm.
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internalization (PCI),[13] is illustrated by the pre-irradiation and

post-PCI fluorescence images shown in Figure 2B. The same

observations were made when using Caco2 and RPE1 cell lines

and different PNA conjugate sequences (data not shown).

Rhodamine is an interesting dye in the context of this work be-

cause the light absorption maxima of rhodamine and flavin are

well separated (Figure S4). The absorbance and fluorescence

properties of rhodamine are not significantly affected by at-

tachment either to a PNA or to a PNA–flavin. Flavin does not

absorb light at 545 nm, but rhodamine does. The latter dye is

therefore likely to be the photosensitizer responsible for the

observed PCI.

Antisense activities of PNA–flavin conjugates

We then decided to evaluate the cellular activities of flavin–

PNAs on a reporter system established in HeLa cells in which

luciferase activity is controlled by a doxycycline-inducible CMV

promoter and so can be easily quantified (Figure 3A). The so-

called HeLa-luc cells stably contain such a firefly luciferase re-

porter gene (luc).[14]

We first identified a PNA sequence capable of inhibiting luci-

ferase translation. To reach this goal we designed various

flavin–PNAs targeted on the 5’-UTR of the luciferase RNA and

evaluated their activities after streptolysin-O (SLO) cell permea-

bilization. This delivery procedure allowed internalization of

large amounts of oligonucleotides and analogues. Two of the

tested PNAs—F–P1 and F–P3—exhibited inhibitory activity,

with the anti-AUG conjugate, F–

P1, being the more efficient,

with 60% luciferase inhibition

relative to untreated cells or

cells treated with an unrelated

sequence (F–P4). F–P1 and F–P3

have inhibitory activities compa-

rable to those of unconjugated

P1 and P3, respectively (Fig-

ure S5); this supports the conjec-

ture that flavin conjugation

maintains the inhibition efficien-

cy. In order to characterize the

mechanism of action we quanti-

fied luciferase RNA levels in par-

allel to protein expression. We

did not observe any decrease in

RNA levels after F–P1 treatment,

in contrast to what was ob-

served in the presence of phos-

phorothioate antisense oligonu-

cleotide, used here as a positive

control[15] (data not shown). This

demonstrates that inhibition

takes place at the translation

level and that the flavin moiety

was not exhibiting redox activity

that could have led to RNA

cleavage of the target sequence.

In addition, fluorescent PNA–flavin conjugate F-P1-R was seen

inside the cells when directly added to HeLa cells, as described

above for F-P0-R (Figure S6A). These experiments support the

conjecture that the F–P1 conjugate is a good candidate for

evaluation in free-uptake experiments.

Flavin conjugate F–P1 was then directly administrated in

HeLa-luc cells without the help of any transfection procedure

(Figure 3B). Because endocytic uptake was observed for flavin–

PNA, we evaluated its biological activity in the presence of CQ.

HeLa-luc cells were treated with unconjugated or flavin-conju-

gated PNA for 4 h in the presence or in the absence of 150 mm

CQ, and luciferase expression was then induced by doxycycline

addition. Luciferase activity was quantified 24 and 43 h later

(Figures S6B and 3B, respectively). We found that, in the pres-

ence of CQ, luciferase activity was inhibited by the F–P1 conju-

gate at 24 and 43 h; dose-dependent inhibition was observed

with around 50% inhibition at 375 nm, 43 h post-induction. In

contrast, no significant inhibition was observed either in the

absence of CQ, or for the isosequential unconjugated P1 PNA,

or for a flavin–PNA with an unrelated sequence (F–P4).

We then evaluated the antisense activity of the doubly con-

jugated PNA, F-P1-R, which could be used in a PCI approach to

induce endosomal release. Unfortunately, we found that, for

unknown reasons, the presence of the rhodamine moiety had

a strongly deleterious effect on the activity of the PNA. Indeed

treatment of HeLa-luc cells with F-P1-R conjugate, in the pres-

ence of CQ, did not show any inhibition of luciferase activity

under conditions under which F–P1 is active (Figure S7A). Con-

Figure 2. Redistribution of PNA–flavin conjugates after chemical or photochemical treatment. A) Intracellular redis-

tribution of PNA–flavin conjugates after chloroquine treatment. HeLa cells were treated with 1.5 mm F-P0-R in the

presence or absence of 150 mm chloroquine (CQ) for 4 h and were then observed under the microscope as in Fig-

ure 1B, either immediately or after 43 h incubation (47 h time point; see the Experimental Section for details).

B) Relocalization of the doubly conjugated flavin-PNA-rhodamine after illumination. HeLa-luc cells treated with

F-P0-R (1.5 mm F-P0-R for 3 h and observation 24 h post-treatment) were irradiated under the microscope at 545/

30 nm and data were acquired after 40 ms [preinternalization (ÿIR) ; left] or 1 min 20 s irradiation [post-photo-

chemical internalization (+IR) ; right] .
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sistent with this observation, no inhibition of gene expression

could be detected in the cells treated with F-P1-R after illumi-

nation at 545 nm (Figure S7A), even if under our PCI condi-

tions we could observe endosomal escape comparable to that

observed with the CQ treatment (Figures S7B and 2) and not

associated with any toxicity.

In conclusion, flavin conjugation to PNAs allows efficient cel-

lular uptake that is compatible with antisense activity at sub-

micromolar concentrations, in association with a CQ treatment

for facilitation of endosomal escape.

Discussion

Approaches to PNA delivery, including conjugation of PNAs

with various chemical moieties, especially with CPPs, have

been developed previously. Here we show that PNAs conjugat-

ed to flavin can enter cells, thereby demonstrating that an iso-

alloxazine ring can act as an uptake enhancer in this context.

This new carrier for PNA delivery could be advantageous be-

cause it has been proposed that riboflavin allows cell-type tar-

geting, including specific cancer-cell targeting (e.g. , ref. [16]),

and such a property will be interesting to explore in the con-

text of PNA delivery. In addition, production of PNA–

flavin conjugates on large scales is straightforward:

firstly, production of the flavin precursor has been

optimized to produce large amounts,[7] and secondly,

the coupling reaction should be easily adaptable to

automated synthesis procedures.

Reduced flavins are known to convert molecular

oxygen into reactive oxygen species that can cause

damage to intracellular compounds, including nucleic

acids. Here we have shown that PNA–flavin conju-

gates did not cleave their RNA targets because no

decrease in RNA levels was observed after PNA–flavin

treatment.

For PNA–flavin conjugates, uptake involves an en-

docytic pathway; the vesicular localization of the

conjugates was the same as for dextran, which is

known to be internalized by macropinocytosis. It

should be noted that endosomal trafficking processes

are extremely complex and that several can work

simultaneously for the uptake of one given biomole-

cule. Our data indicate that the mechanism of uptake

of F-PNA-R differs from that of cargo-free riboflavin

because RCPs do not seem to be involved. In addi-

tion, cellular internalization of PNA–flavin conjugates

was not inhibited by a tenfold excess of riboflavin

(data not shown). This result is consistent with obser-

vations made previously with riboflavin–albumin con-

jugates[5] and riboflavin–PAMAM dendrimers[6] and

with data indicating that the endocytic uptake for

a given carrier is strongly dependent on the attached

cargo.

Once internalized, the PNA–flavin conjugates were

retained in endosome/lysosome compartments. Re-

cently it was shown that such localization is compati-

ble with biological activity if miRNAs are targeted,[2]

opening new roads for delivery approaches leading to endo-

some retention. However, when the biological target is present

in cytoplasm or nucleus, as in the case of mRNA or pre-mRNA

targeting, approaches to facilitate endosomal escape must be

used, and we evaluated different representatives of these with

PNA–flavin conjugates.

Chloroquine, a well-known endosomolytic agent,[11] was very

efficient in inducing release of PNA–flavin conjugates and sub-

sequent antisense activity, with inhibitory concentrations lower

than 500 nm. We also explored a PCI-based approach with

a PNA–flavin conjugated to rhodamine employed as a photo-

sensitizer. The finding of a PCI effect of rhodamine on the re-

lease of F-PNA-R conjugates from endosomes opened the ex-

citing possibility of using such a trifunctional conjugate for

control of cellular gene expression, requiring only visible light

irradiation and with no need for an endosomolytic agent such

as chloroquine. Porphyrin derivatives are commonly used in

PCI experiments,[17] but here rhodamine attached to the PNA–

flavin conjugate also seems to be functional because we ob-

served red fluorescence redistribution upon irradiation. It is as-

sumed that these PCI compounds are active when they local-

ize into endosome/lysosome membranes and produce reactive

Figure 3. Cellular activities of PNA–flavin conjugates. A) Selection of an active PNA–flavin

sequence in permeabilized cells. Top: the reporter system integrated in HeLa-luc cells is

shown schematically; the luciferase gene is under the control of a doxycycline-inducible

promoter and various PNAs have been designed to target the 5’-UTR region and the

AUG start codon. Bottom: HeLa-luc cells were permeabilized by Streptolysin-O in the

presence of various F-PNA conjugates (final concentrations of 1 mm ; see details in Experi-

mental Section and sequences in Figure 1B), and luciferase activity was measured 24 h

after treatment (n=4 to 5, p=0.028). B) Cellular activity of F–PNA conjugates in the ab-

sence of transfection agents. HeLa-luc cells were incubated for 4 h with various concen-

trations of F–PNA conjugates or unconjugated PNAs in the presence (&) or absence (&)

of 150 mm chloroquine. Cells were then induced by doxycycline for 43 h before measure-

ment of luciferase activity (n=3 to 7, p=0.008 to 0.05).
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oxygen species upon irradiation, thus weakening the mem-

brane.[13] The conjugation of photosensitizers to PNAs is an at-

tractive strategy because it could help to restrict nonspecific

phototoxicity by targeting the photosensitizer to PNA-contain-

ing vesicles. Our data seem to indicate that the combination of

a hydrophobic isoalloxazine ring, as a cell-penetrating facilita-

tor of PNAs, and a photosensitizer such as rhodamine allows

such a weakening of the membrane and the subsequent PNA

release. We also demonstrated that the doubly conjugated

PNA maintained its ability to bind its complementary sequence

upon irradiation (Figure S7C) and was then photochemically

stable or only moderately modified. In our case, the PCI thus

seems efficient, but unfortunately the rhodamine moiety im-

paired the PNA–flavin antisense function, for still unexplained

reasons. It is likely specific to the P1 sequence, however, be-

cause PNA–rhodamine conjugates have already been shown to

exhibit antisense activity (for a recent example, see ref. [12c]).

Such trifunctional conjugates, F-PNA-R, require further investi-

gation to obtain efficient antisense agents, based on the

design of new conjugates in which the PCI agent and the PNA

sequence are compatible for antisense activity.

Conclusions

In conclusion, the conjugates that we have designed provide

a new way of enhancing the uptake of PNAs into eukaryotic

cells and allowing PNAs to exhibit antisense activity. The iso-

alloxazine ring drives the PNA through the outer membranes

into intracellular endosomes/lysosomes. Further experiments

are needed to better characterize the mechanisms of flavin-de-

pendent transport of PNAs through membranes and its cell-

type targeting potential, as well as the chemical and photo-

chemical endosomal escape processes. These studies should

allow optimization of the conjugate design for improved bio-

logical activity. Finally, conjugation of flavins or analogues

might also be useful for the delivery of other antisense agents.

Experimental Section

Chemical synthesis

PNA–flavin conjugates were synthesized as described previously.[7]

Rhodamine-PNA-flavin conjugates : Disopropylethylamine (50 mL)

and a solution of 5-carboxy-tetramethylrhodamine N-succinimidyl

ester (Sigma–Aldrich, 25 mL) were added to a solution of a PNA–

flavin conjugate in DMF/H2O (1.5 mL). After 12 h at 50 8C, the modi-

fied PNA was purified by HPLC. HPLC purification was carried out

on a C18 reversed-phase X-bridges column (Waters, 10�250 mm).

Elution was performed at 60 8C at a flow rate of 2 mLminÿ1 with

a gradient from aqueous TFA (0.1%) to TFA in acetonitrile (0.1%)

(detection at 254, 350, 450 and 520 nm; see an example in Fig-

ure S1B). F-P0-R MS (ESI+): m/z calcd: 4307.8; found: 4307.3. F-P1-

R MS (ESI+): m/z calcd: 4422.0; found: 4421.3. F-P3-R MS (ESI+):

m/z calcd: 4182.8; found: 4182.1.

Rhodamine-PNA : The N-terminally acetylated PNA was coupled to

rhodamine as described above. P0–R MS (ESI+): m/z calcd: 4011.8;

found: 4011.2.

Cell culture : The HeLa-luc cell line used in this study was derived

from HeLa/Tet-on cells (Clontech) that stably express the rTet pro-

tein necessary for the expression of doxycycline-inducible promot-

ers. The HeLa-luc cells stably contain the firefly luciferase (Photinus

pyralis) reporter gene (luc) under the control of a doxycycline-indu-

cible CMV promoter.[14]

HeLa-luc and COS-1 cells were cultured in Dulbecco’s Modified

Eagle’s Medium (DMEM, Gibco) containing fetal bovine serum (FBS,

7 and 10%, v/v, respectively). RPE1 cells were cultured in DMEM/

F12 (Gibco) supplemented with FBS (10%). Caco2 cells were main-

tained in DMEM with FBS (20%). All cell lines were grown at 37 8C

under CO2 (5%).

Cellular internalization studies

Cell uptake assay : Cells (30000 HeLa-luc, 15000 RPE1 or 40000

Caco2 or COS-1 cells) were plated on an 8-well Ibidi mslide (Bioval-

ley) in their corresponding medium (200 mL) and cultured over-

night. The medium was then discarded and cells were briefly

washed with phosphate-buffered saline (PBS, Gibco) and incubated

with PNA conjugates (1.5 mm) in OptiMEM (Gibco) for 1 h to 3 h at

37 8C. For the 24 h time point, the medium was discarded after 3 h

treatment, and cells were washed with PBS and further incubated

in fresh appropriate culture medium for 21 h at 37 8C.

Fluorescence microscopy and flow cytometry : For live cell imaging,

incubation medium was discarded, and Hank’s balanced salt solu-

tion (HBSS, 200 mL) was added to cells just before observation with

a Leica DMIRE2 fluorescence microscope fitted with a red filter

(lex=545/30 nm, lem=610/75 nm). Cells were viewed with a Leica

100� oil immersion objective with a numerical aperture of 1.40

fitted with a CoolSNAP HQ monochrome cooled CDD camera (Pho-

tometrics-Roper Scientific). Images were captured by use of Meta-

morph software and analyzed with Image J. Presented images are

z projections of 36 images stacked (0.2 mm between images). To

evaluate cell viability, cells were stained with SytoxGreen (Invitro-

gen) and/or observed by phase-contrast imaging. Under all the

conditions used in this work cell viability was above 90%. Repre-

sentative images of at least three independent experiments are

shown and phase-contrast images are presented above fluores-

cence images.

Alternatively, cells were trypsinized (Gibco), rinsed twice with PBS,

and analyzed with a C6 flow cytometer (Accuri) by using the Cy5

channel (FL3), for quantification of cellular uptake of rhodamine-la-

beled molecules. Mean fluorescence obtained for F-PNA-R, reduced

by that obtained for PNA-R (used as a control) is reported (back-

ground-subtracted mean fluorescence).

Cellular activity

Permeabilization by streptolysin-O (SLO): HeLa-luc cells were trypsi-

nized and washed twice in HBSS lacking Mg2+and Ca2+ (GIBCO)

and then resuspended at a concentration of 13�106 cellsmLÿ1 in

HBSS. This solution (20 mL) was permeabilized with an optimized

amount of SLO (a gift from S. Bakhdi, Johannes Gutenberg Univer-

sity, Mainz, Germany) in the presence of PNAs or PNA conjugates

(10 mm) for 15 min at 37 8C. The permeabilization was then stopped

by adding DMEM (180 mL) containing CaCl2 (1.8 mm) and FBS (7%,

tenfold dilution and final PNA concentration equal to 1 mm). After

30 min incubation at 37 8C for resealing, cells were dispatched in

triplicate in a 96-well plate (40000 cells per well) and induced with

doxycycline for 24 h.

Free-uptake internalization : Approximately 8500 HeLa-luc cells were

plated on a 96-well plate in DMEM (100 mL)+SVF (7%) and cul-
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tured overnight. The medium was then discarded and cells were

washed with PBS and incubated with PNAs or PNA conjugates (0.5,

1.5, or 3 mm) either in the presence or in the absence of chloro-

quine (Sigma, 150 mm) in OptiMEM (50 mL) for 4 h at 37 8C. DMEM

(150 mL) with SVF (7%) was then added (fourfold dilution of PNA in

the final cell culture) and cells were incubated for either 24 h or

43 h at 37 8C before luciferase expression analysis. For PCI experi-

ments in the presence of rhodamine conjugates, cells were

washed after 15 h incubation and reincubated with fresh medium

for 2 h before illumination at 545 nm (see below for details) ; cells

were then induced with doxycycline and luciferase expression was

analyzed 24 h later.

Analysis of Photinus pyralis (luciferase) expression : HeLa-luc cells

were washed with PBS and lysed with Passive Lysis Buffer (Prome-

ga, 60 mL per well) for 30 min. Lysates (25 mL) were transferred to

a white polystyrene 96-well (Corning) and luciferase luminescence

was measured with the Luciferase Assay System (Promega) and a

Victor2 luminometer (Wallac). MDoxycycline (1 mgmLÿ1, Sigma) in-

duction was performed, either just after permeabilization in SLO

experiments for 24 h, or after the 4 h PNA incubation for 43 h (or

24 h) in the free-uptake protocol, or after cell illumination for 24 h

in the PCI protocol. The luminescence data were then normalized

by microgram of proteins after protein quantification by the Brad-

ford Protein Assay (Biorad).
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