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NOUVELLE

Les PNA :

une décennie apres,

quels espoirs ?

Tula Saison-Behmoaras

> Depuis une décennie, P.€. Nielsen et son
équipe danoise ont développé des ana-
logues d’oligonucléotides, les PNA (pep-
tide nucleic acid) dans lesquels la chaine
phosphodiester de I’ADN a été remplacée
par une chaine pseudo-peptidique poly-
amidique sur laquelle sont attachées les
nucléobases [1]. Ces molécules chiméres,
qui ne sont ni des peptides, ni des acides
nucléiques, s’apparient aux polymeres
d’acides nucléiques en formant les paires
de bases classiques (Figure 1). La nature
atypique du squelette des PNA leur confere
de nombreux avantages par rapport aux
autres analogues de I’ADN. L’absence de
charges dans leur squelette conduit a la
formation de complexes extraordinaire-

Figure 1. Structure des complexes PNA-ADN.
Le PNA est une molécule synthétique dans
laquelle le squelette sucre-phosphate de
I’ADN a été remplacé par un squelette poly-
amide composé d’unités aminoéthylglycine
sur lesquelles les nucléobases ont été atta-
chées par une liaison méthyle carbonyle.
Uhybridation du PNA aux acides nucléiques
obéit aux regles classiques de I’appariement
des bases : I’adénine est reconnue par la thy-
mine et la guanine par la cytosine. Les liaisons
hydrogene de type Watson-Crick sont impli-
quées dans la formation du duplex. Les bases
pyrimidiques du PNA peuvent former des liai-
sons hydrogene de type Hoogsteen avec les
bases puriques de I’ADN. Le PNA forme un
complexe PNA-ADN-PNA avec le brin polypu-
rique et induit le déplacement de I"autre brin
de ’ADN. L'un des PNA du triplex forme des
liaisons Watson-Crick (WC) avec ’ADN, I"autre

des liaisons Hoogsteen (H).
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ment stables avec ’ADN et France.
’ARN.

Les PNA ont une tres
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grande affinité pour les

ARN et peuvent se fixer sur des ARN mes-
sagers trés fortement structurés [2].
Cette forte affinité s’accompagne aussi
d’une trés grande sélectivité puisqu’une
courte séquence de PNA dirigée contre le
messager de I"oncogene Ha-ras inhibe la
traduction de ce dernier, alors que I"ex-

pression du messager
sauvage n’est que tres
faiblement affectée [3].
N’étant pas reconnus par
les protéases ni par les
nucléases, les PNA sont
trés stables dans les
milieux biologiques. Ces
propriétés des PNA sont déja amplement
exploitées pour moduler expression des
génes in vitro et pourraient €tre ainsi
utilisées dans le domaine de la pharma-
cothérapie anticancéreuse ou antimi-
crobienne. Ainsi, in vitro, I'ajout a des
cellules immortalisées de PNA complé-
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mentaires de la composante ARN de la
télomérase inhibe I’activité de ’enzyme,
induit un raccourcissement des télo-
meres et provoque un arrét de la prolifé-
ration cellulaire [4]. Les PNA inhibent
aussi efficacement I'activité enzyma-
tique des transcriptases inverses de virus
murins, aviaires ou du VIH [5]. Les PNA
ont été ciblés sur plusieurs régions stra-
tégiques de I’ARN ribosomique 16S
d’€. coli pour inhiber la traduction totale
des ARN messagers bactériens [6].
Uinteraction des PNA avec I’ADN double
brin implique la formation de complexes
PNA-ADN-PNA. Un des PNA se lie a I’ADN
cible par des liaisons hydrogéne clas-
siques Watson-Crick alors que I'autre
interagit par des liaisons hydrogene de
type Hoogsteen (Figure 1). Les deux
molécules de PNA impliquées dans ce tri-
plex peuvent étres reliées par un bras
flexible pour former des PNA pinces

(Figure 2). Une fois formés, les com-
plexes PNA-ADN ou PNA-ADN-PNA sont
extrémement stables.

Linteraction d’un PNA avec I’ADN peut
créer un promoteur artificiel et induire
I’expression du geéne ciblé. Le brin ADN
libéré par la fixation du PNA en triplex sur
I"autre brin forme une boucle qui est
reconnue par I’ARN polymérase qui
déclenche la transcription a ce site.
Cette stratégie a été utilisée pour induire
I’expression de la y-globine dans les cel-
lules de la lignée cellulaire érythroleucé-
mique K562 (Figure 2) [7]. Cet exemple
illustre bien le fait que dans des condi-
tions salines physiologiques, les PNA
sont capables de se fixer sur leurs cibles
dans le chromosome et d’induire la
transcription. Cette approche pourrait
étre appliquée a la thérapie des mala-
dies génétiques fréquentes causées par
des mutations du gene codant pour la
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Figure 2. Les PNA-pinces. Pour augmenter I’efficacité de la fixation des PNA a I’ADN, des PNA-

pinces dans lesquels deux PNA sont reliés par un bras flexible sont utilisés. €n général, les cyto-

sines sont remplacées par des pseudoisocytosines (les bases J) afin de rendre leur fixation indé-

pendante du pH. Ces bases portent un atome d’hydrogene en position N3, leur appariement

Hoogsteen avec les guanines ne requiert plus une protonation a pH acide. La boucle formée par

le brin de I’ADN déplacé (boucle D) aprés fixation du PNA-pinces est reconnue comme une struc-

ture qui peut initier la transcription d’un gene. La fixation de deux PNA-pinces dans une région

située en amont du géne de la Y-globine a permis d’induire in vitro et dans les cellules I"expres-

sion de lay-globine [7]. Le couplage d’une PNA-pince a un peptide permet de recruter & un site

spécifique de I’ADN des facteurs de transcription qui interagissent avec le peptide.
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[B-globine (drépanocytose, B-thalassé-
mie).

La structure du complexe formé par le
PNA et ’ADN peut aussi étre reconnue
comme une |ésion de I’ADN a réparer. Des
PNA pinces induisent des mutations
ponctuelles ou des délétions et inser-
tions de bases uniques dans la séquence
ciblée, ou a cinqg paires de bases du site
[8]. Une recombinaison ciblée peut étre
induite, en couplant un PNA pince a un
fragment d’ADN homologue a la région
adjacente au site de fixation du PNA [9].
L'enthousiasme initial suscité par les
caractéristiques physico-chimiques tout
a fait remarquables des PNA a été tem-
péré par les problemes rencontrés pour
faire pénétrer ces molécules dans les
cellules de mammiféres. En effet, I'utili-
sation des PNA in vivo est limitée car ces
molécules ne péneétrent pas dans les cel-
lules en culture, @ moins de les utiliser a
des concentrations trés importantes.
Cependant, il a été montré ex vivo et in
vivo que contrairement aux autres types
cellulaires, les cellules neuronales
étaient perméables aux PNA et que ces
derniers pouvaient franchir la barriere
hémato-encéphalique [10]. La liaison
covalente de vecteurs appropriés a des
PNA  permet pénétration
d’autres types cellulaires. Ainsi, le pep-

leur dans
tide de signalisation nucléaire dérivé de
I’antigéne T du virus SV40 (NLS, nuclear
localization sequence) a été utilisé pour
délivrer un PNA dirigé contre I'oncogene
c-myc dans les cellules de lymphomes de
Burkitt [11]. Les PNA ont été aussi cou-
plés a des peptides positivement char-
gés, comme certains domaines de la pro-
téine Tat du virus VIH ou de la protéine
Antennapedia de la drosophile [12]. €n
présence de lipides cationiques, la
transfection de cellules leucémiques
promyélocytaires humaines en culture
avec des PNA portant un groupement
lipophile et dirigés contre le messager
codant pour la protéine de fusion
PML/RARC. induit une inhibition com-
plete de I’expression de cet oncogéne
[13]. Des PNA conjugués a la dihydrotes-
tostérone ont été ciblés dans des cellules
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de carcinome de prostate et ont permis
d’inhiber sélectivement I’expression de
Poncogéne myc [14]. Des
récentes montrent que chez la souris,

données

parmi les oligonucléotides de méme
séquence, mais de compositions chi-
miques différentes, administrés par voie
intrapéritonéale, I'activité antisens la
plus forte, dans les différents tissus tes-
tés, a été induite par les PNA conjugués a
quatre lysines [15].

Le colit élevé de la synthese des PNA va
probablement diminuer si les travaux
futurs confirment I'intérét de utilisa-
tion des PNA in vivo. ¢

One decade later, what future for PNA ?
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LIAISON HYDROGENE DE TYPE HOOGSTEEN

La liaison hydrogene intervient naturellement lors des appariements de type Watson-Crick

des bases entre elles. Néanmoins, il existe sur les bases d’autres groupements qui peuvent

aussi étre impliqués dans les liaisons hydrogene et donc participer a d’autres apparie-

ments impliqués dans les liaisons hydrogene et donc participer a d’autres appariements.

’appariement triplex fait intervenir des liaisons de type Hoogsteen. Cela permet entre

autres la formation de triplets de base ol une base purique (A, G) est appariée par des

liaisons de type Watson-Crick avec une base pyrimidique (T, C) et par des liaisons de type

Hoogsteen avec une troisiéme base (Figure 1).
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