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Oligonucléotides cc sens JJ : 
ligands rationnels 
des facteurs de transcription 

Une nouvelle voie de recherche thérapeutique s'ouvre 
avec les oligonucléotides sens, utilisés comme ligands 
compétitifs de protéines qui se ÏIXent naturellement à des 
séquences particulières d'ADN ou d'ARN et sont indis­
pensables à l'expression ou à la réplication des gènes. 
Peuvent ainsi être ciblés les facteurs de transcription, mais 
aussi les enzymes de réplication, de maturation des trans­
crits et, plus généralement, toute protéine intervenant à 
une étape quelconque dans l'expression de gènes parti­
culiers. Un effort important de recherche est consacré 
à l'obtention de molécules plus stables que les oligonu­
cléotides linéaires (molécules en haltères ou dumbbells), 
présentant une forte affinité pour leur cible, voire capa­
bles de se lier de façon covalente à la protéine cible, tout 
en conservant leur grande spécificité. Ces nouveaux outils 
thérapeutiques pourraient permettre de lutter de façon 
spécifique contre les affections tumorales et virales. 

L es oligonucléotides de 
syn thèse permettent de 
moduler de façon artifi­
c ie l le  l ' expression des 
gènes eucaryo tes ( voir 

l 'article de C. Hélène et E. Saison­
Behmoaras, p. 253 de ce numéro 
et [ 1 ] ) .  En tirant partie des proprié­
tés d'appariement  hautement spéci­
fiques d'un oligonucléolide à sa 
séquence complémentaire, on peut 
in terférer de façon rationnelle avec 
l 'expression génique à différents 
n iveaux. L'approche la plus classi­
que et la plus couramment util isée 
es t  l ' approch e  an t i se n s ,  dans  

laquelle un oligonucléotide de 
séquence complémentaire à une 
région d'ARN me sager ou pré­
messager permet, en s'hybridant à 
sa cible, de bloquer spécifiquement 
son expression. Il est également pos­
sible de diriger des oligonucléotides 
con tre l ' ADN lui-même ; c 'est 
l'approche '' anti-gène , ou « ami­
code » .  Par exemple, un oligonu­
cléotide peut recon naître une 
séquence spécifique dans la région 
promotrice d'un gène, former ainsi 
une triple hélice et inhiber la 
transcription. 
Plus récemment, les cibles des oligo-
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nucléotides se sont élargies aux pro­
téines. Par exemple, on peut sélec­
tionner in vitro, à partir de synthè-
es aléatoires, des molécules d'AD 

ou d'ARN simple brin qui adoptent 
des structures tridimensionnel les 
leur permettant de former des com­
plexes très stables avec les protéines 
ciblées et de bloquer ainsi leurs 
fonctions (approche < <  aptamère ,, ) 
[2 ] . 
De façon rationnelle, on peut éga­
lement utiliser des oligonucléotides 
comme ligands compéti tifs de pro­
téines qui se fixent naturellement à 
l 'ADN ou à l 'ARN sur des séquen­
ces spécifiques. On peut ainsi cibler 
des facteurs de transcription, des 
enzymes de réplication,  et de façon 
générale toute protéine possédant 
un site de fixation à une séquence 
particulière d'AD ou d'ARN. On 
se place ici dans une approche de 
pharmacologie classique, où l 'on 
cherche à déplacer un  équilibre en 
fournissant un ligand artificiel ( l 'ol i­
gonucléotide) à un « récepteur '' cel­
lulaire particulier, et donc en empê­
chant ce récepteur de fixer son 
l igand n a turel  ( u n e  séquence 
d'ADN ou d'ARN, cellulaire ou 
viral) .  Cette approche est  appelée 
stratégie ,, sens » .  En utilisant des oli­
gonucléotides de synthèse - ou des 
acides nucléiques exprimés dans des 
cellules à partir de vecteurs - com­
portant la séquence reconnue par la 
protéine ciblée, on peut donc envi­
sager d'inhiber des interactions spé­
ci fiques entre acides nucléiques et  
protéines, et  donc de bloquer les 
processus contrôlés par ces in terac-

Sites de fixation pour les facteurs 
de transcription spécifiques 

(promoteur proximal et distal) 

rions ( par exemple, la réplication 
d'un génome, la transcription de 
gènes . . .  ) .  
Parmi toutes les cibles possibles de 
cette stratégie sens, certaines protéi­
nes se liant à l 'ADN et agissan t  sur 
la transcription (facteurs de trans­
cription )  sont particulièrement inté­
ressantes du poin t  de vue thérapeu­
tique. C'est cette approche qui est 
poursuivie dans nos laboratoires. Le 
choix des facteurs de transcription 
comme cible est justifié par : ( 1 )  la 
diversité qu' ils offrent ; (2) les for­
tes affin i tés et spécificités avec les­
quelles i ls  se l ient  à leurs séquences 
de reconnaissance ; (3) la spécificité 
du contrôle qu'i ls exercent sur 
l 'expression gén ique ; et ( 4) leur 
implication dans de nombreuses 
affections humaines. 1 La régulation 

de l'expression génique 
chez les eucaryotes 

L'expression du programme geneu­
que obéit à des contrôles qui spéci­
fient, pour chaque type de gène, où, 
quand et à quel n iveau il doit être 
exprimé. On sait que la régulation 
de l 'expression des gènes codant 
pour les protéines ( transcrits par 
l 'ARN polymérase Il) s'effectue prin­
cipalement au n iveau du contrôle 
de l ' in i tiation de la transcription [3] . 
Cette régulation dépend de l ' inte­
raction spécifique entre des protéi­
nes, les facteurs de u·anscription ,  et 
de courtes séquences d'ADN que 
l 'on u·ouve dans les promoteurs des 
gènes [ 4] . Les promoteurs des gènes 

Démarrage de 
la transcription 

Site de fixation de I'ARN polymérase et 
des facteurs généraux de transcription 

(promoteur basal) 

Figu re 1 .  Représentation schématique de la région promotrice des 
gènes transcrits par I'ARN polymérase 11. 
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u·anscrits par l 'ARN polymérase I l  se 
situent en amont  du site de démar­
rage de la transcription ,  et compor­
tent deux classes de séquences 
d'ADN : les éléments du promoteur 
responsables de l 'ac tivité transcrip­
tionnelle basale, et les é léments du 
promoteur responsables de l 'activité 
transcriptionnelle réglable (jig;uTe 1). 
Le promoteur basal sert à la forma­
tion d'un complexe multiprotéique 
(complexe d' initiation de la trans­
cription) ,  comportant l 'ARN poly­
mérase I l  et des protéines auxiliai­
res (faCLeurs de u·anscription géné­
raux ou GTF, general transcription fac­
tors) . L'assemblage séquentiel des 
GTF et de l 'ARN polymérase II sur 
le promoteur basal permet de for­
mer le complexe d' initiation qui est 
capable d'assumer une in i tiation cor­
recte, mais très peu efficace, de la 
synthèse des ARN messagers [3 ] . 
L'activité de la machinerie basale de 
transcription est à son tour contrô­
lée par l 'action combinée de plu­
sieurs facteurs de u·anscription (fac­
teurs spécifiques) , don t  la présence 
va déterminer la fréquence des ini­
tiations de la transcription et per­
mettre toutes sortes de contrôles par 
des signaux cellulaires ou exu·acel­
lulaires. Les régulateurs transcrip­
t.ionnels incl uent non seulement des 
protéines se fixant à des séquences 
spécifiques dans le promoteur proxi­
mal ou distal (ampli ficateur) des 
gènes, mais aussi des protéines se 
liant elles-mêmes à ces facteurs 
( coactivateurs ou médiateurs) [3 ] . 
La spécificité tissulaire ou temporelle, 
ainsi que le n iveau d'expression d'un 
ARN messager donné, résulte donc 
de cette combinatoire spécifique de 
régulateurs u·anscriptionnels in tera­
gissant avec le promoteur du gène et  
interagissan t  entre eux. Dans la majo­
rité des cas, la fixation d'un - ou de 
- facteur(s) de transcription concourt 
à une activation de l 'expression du 
gène, mais i l  existe des situations où 
la fixation d'un facteur de transcrip­
tion aboutit  à une inh ibition de la 
transcrip tion [5 ] . 1 L 'approche sens 

a un sens 

Dans le cas le plus simple, la fixa-
tion d'un facteur de transcription 
spécifique sur sa séquence de recon- ---• 
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naissance localisée dans un promo­
teur aboutira donc à l 'activation de 
la transcription à partir de ce pro­
moteur (figure 1). L'inhibition de la 
ftxation d'un tel régulateur trans­
criptionnel sur un promoteur dont 
il contrôle l 'activité devrait donc 
modifier de façon considérable l' ef!i­
cacité de la transcription. Cette inhi­
bition peut-elle être réalisée par 
compétition ? Tous les chercheurs 
ayant étudié ex vivo ou in vitro l 'acti­
vité des promoteurs clonés dans des 
vecteurs connaissent bien la réponse 
à cette question. La compétition 
entre promoteurs pour des facteurs 
de transcription, présents en quan­
tité l imitante,  est fréquemment 
observée lorsque l 'on étudie la régu­
lation de la transcription par des 
expériences d'expression transitoire 
de vecteurs dans des cellules de 
mammifères, ou bien par transcrip­
tion dans des extraits cellulaires. 
Cette compétition peut se produire, 
soit lorsqu'on cotransfecte ou 
cotranscrit des plasmides contenant 
des éléments régulateurs communs 
(comme dans le cas de la cotrans­
fection ou la cotranscription d'un 
vecteur reporter avec un vecteur de 
référence) , soit lorsqu'on effectue 
des mesures de dose-réponse avec 
un seul vecteur reporter [ 6, 7] . 
Cette compétition entre promoteurs 
suggère donc qu'un facteur de 
transcription donné pourrait être 
quantitativement détourné de sa 
cible naturelle par des molécules 
compétitives comportant unique­
ment la séquence d 'ADN qu'il 
reconnaît. L'inhibition de l 'activité 
biologique d'un régulateur transcrip­
tionnel par compétition avec des 
pièges oligonucléotidiques compor­
tant sa séquence spécifique de ftxa­
tion devrait donc permettre de 
moduler l'expression des gènes pla­
cés sous le contrôle du facteur de 
transcription ciblé. 1 Le ciblage spécifique 

des facteurs 
de transcription 

Les facteurs de transcription qui 
reconnaisse n t  une séquence 
d'ADN [8]  sont capables, in vitro, de 
se ftxer sur des oligonucléotides 
bicaté naires comportant  cette 
séquence. Cette propriété a été 

amplement exploitée pour analyser 
les sites de fixation par la technique 
de retard sur gel. La fixation des 
facteurs de transcription sur des oli­
gonucléotides bicaténaires a égale­
ment permis d'effectuer des expé­
riences de compétition in vitro dans 
des extraits nucléaires. On peut ainsi 
inhiber la transcription de gènes 
placés sous le contrôle de divers fac­
teurs de transcription comme HNFl 
( hepatocyte nuclear factor 1, facteur de 
transcription hépatique) [9] , SP I 
(facteur de transcription ubiquitaire 
se fixant à une boîte GC) [ 1 0] , E2 
( transactivateur de la transcription 
et de la réplication du génome des 
virus du papillome) [ 1 1 ] ,  entre 
autres. 
Plusieurs travaux montrent que ce 
principe est également applicable à 
l ' inhibition compétitive de l 'expres­
sion génique ex vivo. Ainsi, des oli­
gonucléotides bicaténaires contenant 
la séquence CRE (cAMP response ele­
ment), injectés dans les cellules 3T3, 
bloquent l ' induction du gène c-fos 
par l '  AMPc [ 1 2 ] . De même, la 
micro injection d' oligonucléotides 
comportant le site APl bloque la 
réponse de fibroblastes humains 
Hs68 à l ' induction par des facteurs 
de croissance [ 1 3] . Il est également 
possible d'uti l iser des oligonucléoti­
des modifiés, composés de phospho­
rothioates au lieu de phosphodies­
ters. Des oligonucléotides phospho­
rothioates bicaténaires comportant 
la séquence NF-KB ou Oct-1 , co­
transfectés dans des cellules transfor­
mées par le virus d'Epstein-Barr, 
inhibent la transcription de vecteurs 
VIH-CAT ou Oct-GAT [ 1 4] . 
Plus récemment, nous avons montré 
qu'il était possible d 'utiliser des oli­
gonucléotides fermés ( dumbbells, en 
« haltères >> , figure 2) , pour inhiber 
spécifiquement l 'expression d'un 
gène de façon compétitive. Les oli­
gonucléotides dumbbells sont des oli­
gonucléotides circulaires, comportant 
une structure bicaténaire auto­
appariée, et une boucle à chaque 
extrémité [ 1 5, 1 6] .  Avec de tels oli­
gonucléotides, nous avons montré 
qu'il était possible d'inhiber de façon 
spécifique, et à des concentrations 
faibles, de l 'ordre du nanomolaire, 
l 'expression d'un gène reporter placé 
sous le contrôle du facteur de trans­
cription H N F l  (figure 2 et [ 1 7] ) .  
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A • Transfection par le vecteur pALB-CAT 
(dépendant de HNF1 pour son expression) 

· 1 5 1  

pALB GAT 

B • Cotransfection de pALB-CAT avec le vecteur 
d'expression pRSV-HNF1 

HNF1 

pALB GAT 

C • Cotransfection de pALB-CAT avec le vecteur d'expression 
pRSV-HNF1 et les ol igonucléotides dumbbe/1 contenant 
un site de fixation de HNF1 

+ 1  

pALB GAT 

Pas d'expression 
de I'ARNm GAT 

Expression 
de I 'ARNm GAT 

Coll"'' C33 • ' 
cellules épithéliales h�main

.
es" 

n'exprimant pas le facteur de 

transcription HNF1 
HNF1 

� 
GT·56c : site HNF1 Dumbbe/1 

Inhibition de l'expression de GAT 

111111111111 
GT-561 : site HNF1 linéaire 

GT-34c : site HNF1 muté 

Expression normale de GAT 

Figure 2.  Schéma illustrant l'inhibition spécifique du facteur de transcription hépatique HNF1 (hepatic 
nuclear factor 1 )  dans des cellules épithéliales humaines C33 par des oligonucléotides en haltères (dumb­
bells) contenant le site de fixation de HNF1. Le promoteur du gène de l'albumine de rat (pA L B) contient une 
séquence de fixation pour le facteur de transcription HNF1 dont la présence est indispensable à l'expression de 
ce promoteur. Ce schéma résume les expériences d'expression transitoire après transfection de divers plasmides 
avec ou sans oligonucléotides sens dans des cellules C33. A :  les cellules C33, ne contenant pas HNF1, ne peuvent 
pas exprimer le gène reporter GA T contrôlé par le promoteur de l'albumine (pALB-CA T). 8 :  la protéine HNF1, expri­
mée à partir du vecteur cotransfecté pRSV-HNF 1, peut se fixer sur son site spécifique sur le promoteur du gène 
reporter pALB-CA T, et activer la transcription du gène GA T. C :  des oligonuc/éotides en haltères ( dumbbel ls) conte­
nant le site de fixation de HNF1 (GT-56c), inhibent de façon compétitive la fixation de HNF1 sur le promoteur albu­
mine dans le vecteur pALB-CA T, et empêchent donc HNF1 d'activer la transcription du gène GAT. En revanche, 
des oligonucléotides HNF1 linéaires (GT-561) ou des oligonucléotides en haltères contenant un site muté qui n 'est 
plus reconnu par HNF1 (GT-34c) ne sont pas capables d'inhiber la fixation de HNF1 sur le promoteur de pA LB-CA T 
et n 'ont pas d'effet sur l'expression du gène GA T. ---• 
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Tous ces résultats convergent  pour 
montrer qu'une approche de type 
sens est envisageable dans 1 'environ­
nement cellulaire normal. Comme 
pour les approches antisens, il est 
clair que les problèmes de pénétra­
tion et de ciblage des oligonucléoti­
des sens sont des aspects qui restent 
encore largement à développer. 
Tous les résul tats résumés ci-dessus 
ont été obtenus alors que les oligo­
nucléotides sens étaient  in troduits 
dans les cellules, soit par transfec­
tion , soit par micro-injection. Ces 
expériences démontrent  cependant 
que des oligonucléotides peuvent 
piéger des facteurs de transcription 
de façon spécifique, à des concen­
trations faibles et  compatibles avec 
un usage thérapeutique, pour inhi­
ber l 'expression d'un gène associé à 
une maladie. 1 Pathologie des facteurs 

de transcription 

Les travaux de pathologie molécu­
laire ont permis de découvrir que 
l 'étiologie de nombreuses maladies 
pouvait se si tuer au niveau des fac­
teurs de transcription. 
Un  des meilleurs exemples est celui 
des oncogènes activés dans les 
tumeurs humaines. Plusieurs oncogè­
nes - ou anti-oncogènes - son t  des 
facteurs de transcription .  Les modi­
fications chromosomiques qui affec­
ten t  leurs gènes peuvent conduire à 
des dysfonctionnements dans leur 
capacité de contrôler l 'expression de 
gènes impliqués dans la prolifération 
ou la différenciation cellulaire. Par 
exemple, les facteurs de u·anscrip­
t ion de la famille Mye, qui fon t  par­
tie des protéines affines pour l 'ADN 
possédant le motif hélice-boucle­
hélice (bHLH pour basic-helix-loop­
helix) [ 4] , peuvent  êu-e activés par 
amplification directe du nombre de 
copies du gène (cas de c-myc dans 
des carcinomes du poumon et du 
colon ,  de N-myc dans des neuroblas­
tomes, des cancers du poumon à 
petites cellules, des astrocytomes, des 
gliomes, de L-myc dans des cancers 
du poumon à petites cellules) , ou 
par surexpression après translocation 
chromosomique ( lymphome de Bur­
kitt par exemple) [ 18, 1 9 ] . Les 
oncogènes lyl-1 et tal/scl qui fon t  
partie de la même famil le bHLH 

peuvent  également être a cuves par 
translocation dans certa ines leucé­
mies T [ 1 9] . 
Ce mode d'activation se retrouve 
pour d'autres oncogènes apparte­
nant à la c lasse des facteurs à 
homéodomaines (Hox-1 1), ou à la 
c lasse des facteurs à doigts de zinc 
(Tgt/Rhom-1 et Rhom-2), dont on 
trouve des formes transloquées dans 
des leucémies T [ 1 9] . 
Dans d'autres cas, un gène codant 
pour un facteur de u·anscription 
sera fusionné à un auu-e gène, pro­
duisant ainsi une protéine hybride, 
possédant toujours un domaine 
fonctionnel de fixation à l 'ADN 
mais n 'obéissant plus à ses régula­
tion normales. Par exemple, le 
gène E2A, qui code pour une pro­
té i n e  à mot if  b H L H  appelée 
E 1 2/E47, est fusionné par tran loca­
tion au gène PBX1 (qui est lui­
même un homéogène) dans des leu­
cémies aiguës pré B de l 'enfant 
[ 1 9] . Dans des rhabdomyosarcomes 
alvéolaires, on retrouve une translo­
cation qui produit un fac teur de 
transcription réarrangé comprenant 
le domaine de fixation à l 'ADN de 
l 'homéoprotéine PAX3 fusionné au 
domaine C-terminal de FKH R ( pro­
teine de la fami l le  fork head 
domain) [ 20] . 
Un cas particulièrement in téressant 
est celui des leucémies promyélocy­
taires aiguës qui se caractérisent par 
une translocation impliquant le gène 
PML et celui codant pour le RAR a 
( récepteur  de l ' ac ide rét inoï­
que) [2 1 ] .  Cette translocation impli­
que une auu-e famille de facteurs de 
transcript ion, celle des récepteurs 
n ucléaires contrôlés par des hormo­
nes diffusibles. 
Dans tous ces différents cas, le fac­
teur de transcription est modifié ou 
exprimé à un n iveau très élevé, et 
une su-atégie de titrage de type sens 
est adaptée pour ten ter de corriger 
cette expression anormale. 
Le cas le plus simple impliquant des 
facteurs de u-anscription est cepen­
dant  celui des maladies infectieuses, 
en particulier des maladies virales. 
La grande majorité des virus utili­
sen t  un ou des facteurs de transcrip­
tion - transactivateur - pour stimuler 
l 'expression de leurs programmes 
génétiques. On peut citer en exem­
ple les protéines E2 du virus du 
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Oligonucléotide Oligonucléotide 
double brin en haltère 

111111111111 ()m:omrr() 

Stabilité + 1 - +++ 

Fixation aux protéines +++ +++ (retard sur gel) 

Spécificité de fixation +++ +++ 

Inhibition de la 
transcription in vitro +++ +++ 
(extraits nucléaires) 

Inhibition de la 
transcription ex vivo + 1 - +++ 
(cultures cellulaires) 

Figure 3. Comparaison des propriétés des oligonucléotides double brin 
linéaires et des oligonucléotides en haltères (dumbbells). 

papillome, ICP4, ICPO et YP 1 6  du 
virus HerjJes sim:plex, Tax pour HTLV­
I (hurnan T cel! leukernia virus), Tat 
pour VIH (virus de l ' immunodéfi­
cience humaine) , etc. Dans tous ces 
cas, l ' interaction enu·e un trans­
activateur viral et sa séquence de 
fixation constitue une entité unique, 
qui offre une cible hautement spé­
cifique pour s'attaquer à ces virus. 1 Facteurs de transcription 

et thérapeutique 

La pharmacopée actuelle utilise déjà 
de nombreux composés qui inter­
mis 11° 3 vol. /0, mars 94 

agissent spécifiquement avec les fac­
teurs de transcription. Ce sont prin­
cipalement des hormones et des 
dérivés de synthèse qui interagissent 
avec des récepteurs nucléaires. Par 
exemple, le tamoxifène est un puis­
sant antagoniste d'œstrogène utilisé 
comme u·aitement adjuvant dans les 
cas de cancer du sein à dépendance 
hormonale [22 ] .  Le RU486 ( mife­
pristone) est un antiprogestatif uti­
lisé dans le traitement des méningio­
mes, des endoméu·ioses, et comme 
contraceptif post-coïtai [22] . Les 
anti-androgènes comme le flutamide 
et l 'acétate de cyprotérone sont uti-

tisés dans le traitement des cancers 
de la prostate dépendants des 
androgènes [22] . L'acide rétinoïque, 
quant à lui, permet une rémission 
chez les malades atteints d'une leu­
cémie promyélocytaire aiguë, et por­
teurs de la translocation affectant le 
récepteur a de l 'acide rétinoïque 
que nous avons décrite ci-dessus 
[ 2 1 ] .  
Dans tous ces cas, ces molécule 
agissent  en se liant au domaine de 
fixation de l 'hormone sur le récep­
teur nucléaire. Ces composés n 'inhi­
bent généralement pas la fixation de 
ces récepteurs sur l 'ADN .  L' intérêt 
d'une approche sens, dans ces dif­
férents cas, est qu'elle permettrait 
de neutraliser les effets d'un récep­
teur en bloquant directement sa 
fixation à l 'AD . Les oligonucléoti­
des sens sont en fait des antagonis­
tes très naturels de tous ces facteurs. 
Les approches développées actuelle­
ment contre des facteurs de trans­
cription ne sont cependant pas tou­
tes couronnées de succès. On peut 
citer le cas du Ro-24-7429, qui est 
une ben zodiazépine développée 
comme inhibiteur spécifique de 
TAT du VIH. Le Ro-24-7429, qui est 
capable d'inhiber de façon très effi­
cace la réplication du VIH in vitro, 
s'est révélée inefficace lors d'essais 
cliniques [23 ] .  On ne sait pas si 
cette inefficacité résulte d'un pro­
blème pharmacologique ou de 
mécanismes biologiques permettant 
au virus d'utiliser des systèmes alter­
natifs à TAT pour son expression in 
vzvo. 
Dans des analyses expérimentales 
exploratoires, des oligonucléotides 
antisens ont déjà été dirigé avec 
succès contre des ARN messagers 
codant pour des facteurs de trans­
cription afin d'en réduire l 'expres­
sion. Par exemple, chez la souris, 
l ' injection d' oligonucléotides an ti­
sens dirigés contre NFKB fait régres­
ser des tumeurs induites par HTLV-1 
[24] ou par des cellules tumorigè­
nes K-BALB ou B-1 6  [25] . Chez le 
rat, des oligonucléotides antisens 
dirigés contre l 'ARN messager du 
facteur de u·anscription Myb permet­
tent d'éviter le développement de 
resténoses post-angioplastiques [26] . 
Chez la souris, à nouveau, des oli­
gonucléotides antisens düigés contre 
N-rnyc, injectés localement dans une ----
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tumeur neuroectodermique greffée, 
en inhibent le développement [27] . 1 Quel type 

d' oligonucléotides 
comme ligands 
compétitifs 7 

Pour développer des oligonucléoti­
des de type sens dans un but 
d'application pharmacologique, plu­
sieurs critères doivent être remplis a 
fJriori. En particulier, ces oligonu­
cléotides doivent être stables dans 
l 'environnement cellulaire et extra­
cellulair , et reconnus par les fac­
teurs ciblés avec une grande affinité 
et une grande spécifité. Dans le 
cadre de l 'approche sens, les oligo­
nucléotides phosphodiesters sont des 
candidats naturels qui offrent de 
grands avantages, en terme d'affi­
nité, de sp ' cificité, de non-toxicité, 
mais qui pré entent le désavantage 
d'être relativement instables et sen­
sibles aux attaques nucléasiques. 
Dans le cadre des approches anti­
sens, de nombreuses modifications 
chimiques des nucléotides et de liai­
sons internucléotidiques ont été 
développées afin d'obtenir des oligo­
nucléotides résistants aux nucléases 
mais conservant des propriétés 
d'appariement à leurs cible [ 1 ] .  On 
sait en effet que les oligonucléotides 
sont dégradés, principalement par 
des exonucléases 3' dans les cellules 
et dans le sérum [ 28 ] .  Bien que les 
oligonucléotides bicaténaires utilisés 
dans l 'approche sens soient plus sta­
bles que les molécules simple brin 
utilisées dans les approches antisens 
classiques, ils sont néanmoins sensi­
bles aux nucléases [29] . 
Les expériences réalisées pour étu­
dier l ' inhibition par les oligonucléo­
tides H F1 ont montré que les 
molécules bicaténaires linéaires 
n'étaient pas suffisamment efficaces 
pour exercer des effets inhibiteurs ex 
vivo, dans des cellules en cul­
ture [ 1 7] .  In vitro, les molécules en 
haltères (dumbbells) et les molécules 
linéaires présentent les mêmes pro­
priétés d'affinité, de sélectivité, et 
d' inhibi tion de la transcription 
(figure 3 et [ 1 7] ) .  En revanche, ex 
vivo, seules les molécules en haltè­
res exerc e n t  cette i n h i bi tion 
(figure 2). Les oligonucléotide étant 
introduits dans la cellule par trans-

fection, on ne peut pas incriminer 
une différence de pénétration pour 
expliquer ces effets différents, et il 
semble que la stabilité très supé­
rieure des molécules en haltères soit 
le facteur déterminant. 
Les molécules en haltères sont beau­
coup plus stables que les molécules 
bi caténaires linéaires [29, 30] . Par 
définition, les molécules en haltère 
sont des molécules circulaires et ne 
présentent donc pas d'extrémité 
libre, ce qui les rend résistantes aux 
exonucléases. De façon surprenante, 
elles sont également rési tantes aux 
endonucléases [ 1 7 ] .  Cela peut 
s'expliquer par une plus grande sta­
bilité de la structure bicaténaire qui 
est confirmée par une température 
moyenne de fusion plus élevée pour 
une mol ' cule en haltères que pour 
une molécule linéaire. Les tempéra­
tures de fusion d'une molécule en 
haltères, ADN ou même ARN, sont 
de 25 °C à 40 °C supérieure à cel­
les de la même molécule mais 
linéaire [ 30] . Cette structure pour­
rait présenter une organi ation spa­
tiale plus compacte, qui, sans 
réduire l 'affinité pour un facteur de 
transcription, protégerait au moins 
partiellement contre la dégradation 
par des endonucléases. Pour obtenir 
des structures encore plu résistan­
tes, il est possible d'utiliser des liens 
non oligonucléotidiques pour refer­
mer la molécule à chaque extrémité. 
Stables, présentant une excellente 
affinité et une grande sélectivité 
pour les facteurs de transcription, 
efficaces ex vivo, les oligonucléotides 
en haltères semblent être de bons 
candidats comme agents exogènes 
de régulation de la transcription. De 
telles molécules peuvent êu·e encore 
améliorées, par exemple en intro­
duisant des groupements chimiques 
réactifs capables de réaliser des pon­
tages covalents entre le ligand et sa 
cible. Cette stratégie a été décrite 
indépendamment par les groupes de 
Orge! et Shabarova, qui ont montré 
qu'il était ainsi possible de piéger 
des protéines purifiées telles que les 
facteurs de transcription CREB 
(cAMP response element-binding protein) 
et Jun [ 3 1 ]  ou les enzymes de res­
triction EcoRI et Rsrl [32] . 
Comme pour l 'approche antisens, 
l 'obtention de ligands de type sens 
pour les facteurs de transcription est 
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fondée sur la nature de la séquence 
de l 'AD reconnue par le facteur. 
En revanche, par des processus de 
sélection itérative, il est possible de 
u·ouver des séquences présentant 
des affinités beaucoup plus impor­
tante que le séquences naturelles, 
et donc d'adapter le type de molé­
cule sens à la situation particulière 
visée. Des techniques de sélection à 
partir de séquences aléatoires per­
mettent  également de rechercher 
des séquences de fixation optimales 
pour des facteurs dont on ignore la 
nature des cibles. La possibi l i té de 
trouver la séquence de fixation opti­
male pour un facteur dont on ne 
connaît rien est un avantage consi­
dérable dans le cas des récepteurs 
nouveaux, ,, orphelins ,, (c 'est-à-dire 
dont on ignore le l igand naturel ) , 
pour lesquels il est difficile, a priori, 
de développer des antagonistes 
rationnels. 
Depuis plusieurs années, d' impor­
tants efforts ont été consentis pour 
approfondir les technologies basées 
sur les oligonucléotides de synthèse, 
dans le but de développer de nou­
veaux outils thérapeutiques afin de 
lutter de façon spécifique contre des 
infections virale ou de maladies 
tumorales. U ne grande partie des 
recherches sur le stratégies antisens 
entrent à présent dans une phase de 
développement pharmacologique et 
plusieurs essais cl in iques sont en 
cour . Toutes les avancées technolo­
giques développées ces dernières 
années dans le domaine des oligo­
nucléotides antisens, que ce soi t  
pour l a  chimie de synthèse à grande 
échelle, la vectorisation ou la galé­
n ique, pourront bénéficier aux 
approches sens et  leur permettre de 
progresser rapidement vers des 
essais et des applications thérapeu­
tiques • 
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Summary 
Sense oligonucleotides : rational 
ligands for transcription factors 

Transcr i  pt iona l  c o n trol i n  
eukaryotes results from the inter­
play between cis-acting D A 
sequences i n  promoters, enhan­
cers or silencers and trans-acting 
regula tory pro teins ( transcription 
factors) . · Tran cri ption factors 
exhibit a great diver ity, strong 
affinity and h igh specificity for 
their binding sites on D A, and 
their effects on gene expression 
are very specifie. Moreover, trans­
cription factors are i mplicated in  
the development of numerou 
human disea es.These features 
make them attractive targets for 
therapeutic re earch. One possi­
ble approach to decrea e the 
availabil i ty of a D A-binding 
tran cription factor, and thereby 
inhibit or activate the expression 
of a specifie gene, is to titrate the 
targeted protein with a double­
stranded oligonucleotide contai­
n ing its specifie DNA binding 
site. This oligonucleotide-based 
sense strategy may thus provide a 
rational therapeutic tool to con­
trol genes, the expression of 
which is specifically involved in  
viral diseases or cancer. Dumb­
bell oligonucleotide are cio ed 
molecules in which the double­
stranded binding sequence is 
connected at both ends by loops. 
Dumbbells combin proper bin­
ding of transcription factors toge­
ther with an increased stabil ity 
towards nuclease degradation. 

anomolar concentrations of 
these ubstances have been 
shown to strongly inhibit gene 
expression with high specificity . in  
ex vivo assays The e propertJes 
make them particularly attractive 
as transcription fa tor << trap >> . 
Dumbbell oligonucleotides offer a 
new and efficient approach for 
the exogenous control of gene 
expression. 
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