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L’ARN molécule thérapeutique ? 
Vers une conception rationnelle

du développement des ARN antisens,
des ribozymes et des aptamères d’ARN

Édouard Bertrand, Carole Gwizdek, David Fenard, Alain Doglio

L
e recours à la molécule
d’ARN présente de nom-
breux avantages et suscite un
intérêt croissant. Dans la cel-
lule, l’ARN est un acteur

moléculaire incontournable, naturel-
lement impliqué dans le fonctionne-
ment et la régulation de toutes les
voies métaboliques. Ce rôle pivot est
la conséquence de propriétés molé-
culaires remarquables qui permet-
tent à l’ARN de transporter de
l’information génétique, d’interagir
avec des partenaires moléculaires
variés et de catalyser de nombreuses
réactions enzymatiques. Les
approches thérapeutiques fondées
sur l’expression intracellulaire
d’ARN sélectionnés pourraient facili-
ter à terme le traitement de diverses
maladies, d’origine virale comme le
SIDA [1-4], ou génétique [5-7]. Dans
ce contexte, l’utilisation d’ARN thé-
rapeutiques offre au moins deux
avantages : une faible toxicité et sur-
tout une absence d’immunogénicité.
Ce dernier point est particulière-
ment important si l’on considère que
le rejet, par le système immunitaire,

des cellules qui expriment des épi-
topes du non-soi représente un des
principaux obstacles au développe-
ment des approches fondées sur
l’expression de protéines hétéro-
logues.

Les ARN antisens,
les ribozymes,
et les aptamères d’ARN

C’est en 1984 que Izant et Weintraub
[8] ont, pour la première fois, mon-
tré que la production intracellulaire
d’un ARN antisens permettait de
contrôler négativement l’expression
d’un gène cellulaire (gène de la thy-
midine kinase). Depuis lors, l’émer-
gence de nouveaux concepts et l’évo-
lution des techniques ont conduit à
diversifier les approches et à rendre
chacune plus spécifique. Il est désor-
mais traditionnel de classer les ARN
inhibiteurs en trois classes : les ARN
antisens, les ribozymes et les apta-
mères (figure 1).
Les ARN antisens [9-11] contiennent
une séquence nucléotidique complé-
mentaire de celle de l’ARN messager

dont on souhaite bloquer l’expres-
sion. La formation intracellulaire
d’un hybride entre l’ARNm naturel
et la séquence antisens bloque la tra-
duction de l’ARN et provoque la
diminution de la protéine correspon-
dante. Les ribozymes, ou ARN cataly-
tiques, sont capables de s’apparier
avec l’ARN naturel cible, mais ils sont
en plus dotés d’une activité hydrolase
qui leur permet de cliver cet ARN
(m/s 1985, n° 2, p. 107 ; 1986, n° 5,
p. 280 ; 1988, n° 8, p. 522 ; 1990, n° 6,
p. 588) [12, 13]. Cette activité est por-
tée par une courte séquence consen-
sus, souvent dérivée des ribozymes
hammerhead et hairpin [14-17]. Les
ribozymes présentent l’avantage sur
les ARN antisens de fonctionner sui-
vant un mode catalytique et d’inacti-
ver définitivement la cible. Dans ces
deux approches, la séquence de
l’ARN thérapeutique est prédéfinie.
Au contraire, les « aptamères ARN »
sont engendrés à partir d’une
banque aléatoire ADN d’oligonucléo-
tides, convertis en séquences ARN,
capables de se fixer avec une forte
affinité sur des substrats aussi variés
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Les progrès accomplis dans le domaine de la vectorisation
et du transfert de matériel génétique dans les cellules de
mammifères ouvrent de nouvelles perspectives en matière
de thérapie génique. On envisage, en particulier, d’utiliser

les produits du gène – ARN ou protéines –
pour promouvoir, dans la cellule, des activités
thérapeutiques capables de contrôler sélectivement
l’expression de phénotypes pathogènes.
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que des antibiotiques, des acides ami-
nés, des protéines, des ADN ou
d’autres ARN [18, 19]. Le processus
de sélection de ces aptamères com-
porte une succession d’étapes itéra-
tives d’amplification et de sélection
selon les critères choisis, qui, appli-
quées à une population quasi infinie
d’ARN aléatoires, permet d’enrichir
progressivement cette population en
séquences présentant de l’affinité
pour une cible (technique SELEX,
systematic evolution of ligands by expo-
nential enrichment). L’obtention finale
d’une ou de quelques séquences
gagnantes permet d’identifier des
motifs ARN qui présentent une
bonne affinité pour la cible et, de ce
fait, un intérêt pharmacologique
potentiel.

Production intracellulaire
d’ARN artificiels :
choix du promoteur
et définition
de la cassette
d’expression

L’expression intracellulaire d’ARN,
qu’il soit de type antisens, ribozyme
ou aptamère impose que la séquence
« active » soit intégrée dans une cas-
sette d’expression. La transcription
de cette cassette par les ARN polymé-
rases cellulaires va produire un trans-
crit chimérique comprenant, d’une
part, le domaine actif et, d’autre
part, les éléments nécessaires à son
expression. Le produit final définit
une nouvelle entité dont le compor-
tement moléculaire dans la cellule

reste assez difficile à prévoir. La
conception et le développement de
la cassette nécessite donc une atten-
tion toute particulière.
L’utilisation de l’ARN polymérase II
(Pol II) permet le développement de
cassettes dont l’organisation est ana-
logue à celle des gènes codant pour
les ARNm cellulaires (figure 2). Ce
type de cassette permet d’assurer la
production d’ARN antisens ou de
ribozymes dont le métabolisme est
assez proche de celui de leur cible
(ARNm). Il en résulte une co-locali-
sation des deux ARN, cible et théra-
peutique, dans un même site – com-
plexes d’épissage, voies d’export,
réticulum endoplasmique – ce qui
peut ainsi potentialiser l’efficacité du
système [20]. Cependant, les résul-
tats obtenus sont assez variables en
termes d’efficacité. Les ARN chimé-
riques produits sont généralement
assez longs, ce qui explique que leur
structure soit mal définie et rarement
adaptée au fonctionnement molécu-
laire de la séquence active.
L’utilisation de séquences d’ADN
produisant des transcrits d’ARN
courts et bien structurés comme les
ARN de transfert (ARNt), les petits
ARN nucléaires (ARNsn U1 ou U6),
ou l’ARN VA1 des adénovirus, peut
pallier ce défaut, et représente de ce
fait une alternative intéressante [20,
21]. L’organisation de ces cassettes
est assez simple (figure 2), et se carac-
térise par la présence d’un promo-
teur fort qui peut être reconnu par
l’ARN polymérase II (ARNsn U1) ou
III (ARNsn U6, ARNt et ARN VA1).
Les promoteurs de ces gènes sont
constitués de courts éléments
consensus, que l’on peut retrouver
en position extragénique (U1 et U6),
ou intragénique (VA1 et ARNt) [22],
ce qui facilite la conception de cas-
settes compactes (pour quelques
exemples récents, voir [3, 23-27]).
Comme les systèmes de transcription
acellulaire permettent la production
de grandes quantités d’ARN à partir
de ces cassettes, on peut étudier les
propriétés moléculaires de ces ARN
in vitro, qu’il s’agisse de la mesure de
leur affinité pour un substrat (anti-
sens, aptamères), ou de leur activité
catalytique (ribozymes). L’utilisation
de ce type de cassette s’est largement
répandue et la plupart des travaux
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Figure 1. Principe de fonctionnement des différents ARN inhibiteurs. Dans le
cas des ARN antisens et des ribozymes, la reconnaissance spécifique de la
cible (ARN messager) résulte essentiellement de la mise en place d’interac-
tions de type Watson-Crick sur des longueurs variables. La formation de ces
hybrides dépend très directement de l’accessibilité de chaque séquence et
donc de la structure des ARN. En particulier, le fonctionnement catalytique
des ribozymes hammerhead (figuré ici) ou hairpin nécessite que le ribozyme
soit soumis à de faibles contraintes afin de pouvoir adopter une conforma-
tion qui soit compatible avec son activité. Dans le cas des aptamères, les
interactions mises en jeu sont complexes et impliquent la reconnaissance
entre des motifs structuraux. Les aptamères sont capables de se fixer à des
cibles variées qui peuvent être de nature protéique, nucléique ou autre.



actuels sont élaborés autour du
concept d’ARN court dont la struc-
ture peut être optimisée en fonction
de l’activité attendue.

Métabolisme
intracellulaire
des ARN artificiels

L’activité des ARN inhibiteurs
requiert non seulement que la
séquence active soit fonctionnelle
lorsqu’elle est intégrée dans l’ARN
navette, mais également que cet ARN
chimérique soit fortement exprimé,
et surtout correctement localisé dans
les compartiments cellulaires. Ce der-
nier paramètre est particulièrement
critique. Une première illustration est
fournie par l’étude des rétrovirus : au

cours du processus d’encapsidation,
les ARN génomiques ont la propriété
de former des dimères. Bruce Sullen-
ger et Tom Cech [28] ont mis à pro-
fit cette propriété et montré que
l’activité d’un ribozyme était considé-
rablement accrue s’il y avait encapsi-
dation simultanée des deux ARN
rétroviraux hétérologues, l’un conte-
nant le ribozyme et l’autre sa cible. La
co-localisation d’un ribozyme et de sa
cible peut aussi être obtenue grâce à
des navettes du type ARNsno, qui
sont de petits ARN nucléolaires [29].
Cette stratégie permet la co-localisa-
tion du ribozyme et de sa cible dans
le nucléole, et permet au ribozyme
d’être extrêmement actif.
Il est important de noter que le com-
portement intracellulaire d’ARN chi-

mériques, qui sont par nature des
ARN non physiologiques, est parfois
inattendu. Dans un travail publié
récemment [25], nous avons montré
que l’expression de l’ARN VA1 est
fortement perturbée par l’addition
d’un ribozyme à son extrémité 3’
(figure 3). Il en résulte un transcrit
chimérique tronqué, instable et qui
présente une localisation intracellu-
laire anormale. En revanche, lorsque
le même ribozyme est inséré dans le
domaine central de l’ARN VA1, il ne
perturbe pas son expression. Cette
différence de comportement, selon
le site d’insertion du ribozyme,
s’explique par le fait que l’hélice ter-
minale de l’ARN VA1, formée par
l’appariement entre les extrémités 5’
et 3’, est responsable de l’export
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Figure 2. Organisation génétique de différentes cassettes d’expression. L’expression de la séquence active (antisens,
ribozymes, aptamères) implique que celle-ci soit incluse dans une cassette d’expression. Les différents systèmes
génétiques présentés ici (d’après [20]) sont transcrits par l’ARN polymérase II (pol II) ou l’ARN polymérase III (pol III).
Les cassettes transcrivant un ARN messager autorisent l’utilisation de promoteurs dont l’activité est réglée (selon le
tissu, la phase du cycle cellulaire, les facteurs de croissance...). De plus, la présence de signaux caractéristiques des
ARN messagers (coiffe, intron, queue polyadénylée) oriente l’ARN produit dans une voie métabolique qui est ana-
logue à celle de sa cible. Les gènes transcrits par la pol III sont courts et présentent une organisation génétique assez
simple. De courtes régions consensus définissent le promoteur (intragénique ou extragénique) et la succession de
quatre thymidines suffit à arrêter la transcription. À partir de ces éléments, il est possible de composer des cassettes
d’expression assez diverses contenant une ou plusieurs séquences actives et des éléments impliqués dans la stabi-
lité (épingle) ou responsables de la localisation intracellulaire de l’ARN.



nucléaire de cet ARN [30]. L’ajout
d’une séquence exogène, comme un
ribozyme, positionné à l’extrémité 3’,
perturbe la fonction de l’hélice et
modifie profondément le métabo-
lisme de la navette VA1. Ces résultats
illustrent la difficulté de conception
des ARN artificiels et expliquent sans
doute de nombreux échecs dans le
domaine.

L’avenir : savoir utiliser
les protéines pour faire
fonctionner les ARN

La conception simpliste d’un ARN
linéaire diffusant librement dans la
cellule est aujourd’hui largement
dépassée. En réalité, l’ARN s’associe
à des protéines cellulaires pour for-
mer une ribonucléoparticule. Ces
partenaires naturels influencent non
seulement la stabilité et la localisa-
tion intracellulaire de l’ARN, mais
aussi son activité moléculaire. Il a par
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Figure 3. Insertion de séquences actives dans la cassette d’expression VA1.
Le gène VA1 des adénovirus est transcrit par l’ARN polymérase III pour don-
ner naissance à un ARN court (160 nt) très structuré. Afin d’échapper à l’acti-
vité physiologique de l’ARN VA1 (interaction avec la protéine-kinase R, PKR),
nous avons délété le domaine central du gène VA1 pour engendrer la cas-
sette d’expression VA∂IV [25]. La figure représente la structure secondaire de
l’ARN navette VA∂IV (134 nt) ainsi que les différents sites permettant le clo-
nage de séquences exogènes. Le clonage d’un ribozyme à l’extrémité 3’ per-
turbe l’hélice terminale de l’ARN chimérique et affecte profondément son
métabolisme [25]. Seule l’insertion de séquences exogènes en position cen-
trale permet de produire de façon abondante des ARN chimériques qui
soient stables et localisés dans le cytoplasme.

exemple été montré que la présence
de protéines liant l’ARN, comme la
hnRNP A1 ou la protéine de la
nucléocapside du VIH, pouvait modi-
fier in vitro l’activité catalytique de
différents ribozymes [31]. L’utilisa-
tion de navettes présentant des pro-
priétés moléculaires bien définies est
donc critique.
Une des solutions consiste à utiliser
les protéines cellulaires qui, en se
fixant spécifiquement sur l’ARN
navette, vont le stabiliser, le diriger
vers un compartiment cellulaire pré-
cis et en potentialiser l’activité. Dans
cette perspective, la connaissance des
signaux capables de régler en cis le
métabolisme des ARN représente cer-
tainement une clé pour l’avenir.
Outre les exemples déjà cités, qui uti-
lisent les séquences d’encapsidation
des ARN rétroviraux, ou le motif
fonctionnel des ARNsno, plusieurs
travaux mettent à profit les propriétés
naturelles des ARNsn U1, U2 ou U6,

afin de produire des navettes dont les
caractéristiques sont connues, ce qui
permet d’en prévoir le comporte-
ment cellulaire et moléculaire [3,
23, 24]. De même, la caractérisation
des signaux assurant en cis l’export
des ARN vers le cytoplasme, comme
le CTE et le RRE [32], ou l’hélice
terminale de l’ARN VA1 [30], pour-
rait permettre de faciliter la diffu-
sion intracellulaire des ARN inhibi-
teurs. A ce titre, le développement
d’ARN plurifonctionnels, porteurs
de plusieurs séquences actives
capables à la fois de diriger l’ARN
vers sa cible et d’en augmenter
l’activité, devrait permettre d’abou-
tir à des résutats de plus en plus
satisfaisants.

Conclusions

Il est clair que des progrès notables
ont été accomplis en matière de déve-
loppement de cassettes adaptées à
l’expression d’ARN artificiels. Les vec-
teurs sont développés avec l’objectif
d’une meilleure maîtrise du fonction-
nement des ARN antisens, des ribo-
zymes et des aptamères dans le milieu
cellulaire. Les applications sont larges,
depuis les tests menés in vitro sur des
systèmes cellulaires jusqu’aux applica-
tions de thérapie génique. Des essais
cliniques de phase I sont actuellement
en cours aux États-Unis afin d’évaluer
l’innocuité et l’efficacité de ribozymes
anti-HIV chez des patients infectés par
le virus [1, 33]. Parallèlement, de nou-
veaux concepts apparaissent et pour-
raient enrichir la palette des outils
déjà disponibles, comme celui des
ribozymes activateurs [34, 35]
capables de réparer les ARNm non
fonctionnels parce que porteurs de
mutations génétiques. Ces considéra-
tions laissent présager une généralisa-
tion de l’utilisation des ARN inhibi-
teurs et probablement de nombreuses
applications dans le cadre du dévelop-
pement des approches de thérapie
génique ■
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