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siRNA ET microRNA : BIOGENESE, MECANISME ET FONCTIONS
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Abstract : L’ARN interférence est un mécanisme hautement conservé entre espéces et permet d’éteindre 1’expression
d’un geéne de maniére séquence spécifique en utilisant un ARN double brin. Le role naturel du silencing par ARN semble
étre la régulation fine des génes mais aussi dans la défense contre les éléments transposables et les virus.

La découverte du mécanisme d’interférence par I’ARN représente un saut majeur dans la recherche des genes cibles dans
différentes maladies.

Deux classes des petites molécules d’ARN ont été trouvées comme étant des régulateurs séquence spécifique post-
transcriptionnelle : les siRNA et les microRNA (miRNA). Les siRNA sont produits a partir d’un double brin d’ARN qui
est synthétisé in vitro ou in vivo a partir des virus ou des séquences répétitives introduites par ingénierie génétique.
Plusieurs miRNA endogeénes sont programmés pour la régulation de I’expression des geénes et ainsi participent a la
croissance et le développement de I’organisme. Les miRNA sont des importantes molécules régulatrices dans les plantes
et les animaux.

HISTORIQUE

Le phénoméne d’ARN interférence a été découvert par Rochard Jorgensen des les années 1990 lors de ses recherches sur
les mécanismes de coloration de Petunias. Les auteurs souhaitant obtenir un renforcement de la coloration des fleurs ont
introduit une deuxiéme copie du géne de la pigmentation dans le génome de la plante, et ont obtenus contre toute attente,
une extinction de la coloration (Napoli et al., 1990). Ces expériences appelées de co-suppression ont mis en évidence un
mécanisme trés répandu chez les plantes : la protection du génome contre les éléments transposables mobiles et les virus a
ARN (Vaucheret and Fagard, 2001). Ce mécanisme a été appelé « Post Transcriptional Gene Silencing » ou PTGS.

Plus tard Fire et al découvrent que I’introduction d’'un ARN double brin (ARNy,) dans les cellules de C. elegans pouvait
réduire spécifiquement I’expression des protéines en se liant a leur ARN messager (ARNm) et ceci pendant plusieurs
générations de vers. Cela a permis de comprendre la fonction des nombreuses protéines (Fire et al., 1998). Chez les
animaux, ce phénomene a été appelé ARN interférence ou siRNA pour « short interference RNA ». Depuis, d’autres
études ont été faites pour mettre en évidence ce mécanisme dans d’autres especes : chez les insectes (Kennerdell and
Carthew, 1998), chez la grenouille (Oelgeschlager et al., 2000), chez la souris (Svoboda et al., 2000). Le phénoméne
d’ARN interférence est trés ressemblant au phénoméne de PTGS observé chez les plantes.

CATEGORIES DE PETITS ARN AVEC UN ROLE DANS LA REGULATION DE
L’EXPRESSION DES GENES

- les siRNA (short interfering RNAs) représentent des petites molécules d’ARN double brin de 21-22 nucléotides
générées a partir d’un long double brin d’ARN.

- les MIRNA (microRNA) représentent une classe d’ARN simple brin de 19-25 nucléotides, codés par le génome de la
plupart des organismes multicellulaires. Certains sont conservés point de vue évolutif et sont régulés pendant le
développement. IlIs participent a la régulation des certains génes pendant la synthése protéique.

- les thcRNAs (tiny non-coding RNAs) représentent une nouvelle classe découverte dans le génome de C. elegans mais
qui n’est pas conservée d’un point de vue évolutif. Leur fonction reste encore inconnue, mais il semblerait qu’ils ciblent
le ’ARNm pour la dégradation.

- les SMRNA (smoll modulatory RNA), découverts en 2004 chez la souris, pourraient participer a la régulation de
I’expression des génes spécifiques dans les neurones (Novina and Sharp, 2004).

MECANISMES D’INTERFERENCE PAR LES siRNA

L’ARN interférence est un terme qui se référe a un silencing génique post —transcriptionnel induit soit par la dégradation
soit par ’arrét de la traduction de I’ARNm cible (voir (Ryther et al., 2004)). Chez les plantes, I’introduction d’un double
brin d’ARN induit la méthylation des séquences génomiques homologues. La fonction naturelle de I’interférence chez les
plantes est la protection du génome contre 1’invasion par des éléments génétiques mobiles comme les transposons et les
virus qui produisent un ARN double brin quand ils deviennent actifs (Jensen et al., 1999; Malinsky et al., 2000).

Jusqu’en 2001, toutes les tentatives pour transposer cet outil trés puissant dans les cellules de mammiféres s’avéraient
négatives. En effet, chez les mammiféres, I’introduction d’un long ARN double brin conduisait a la production
d’interféron, bloquant ainsi toute synthése protéique, de fagcon indépendante de la séquence du siRNA introduit. En mai
2001, I’équipe de Thomas Tuschl a publié ses résultats en montrant que chez les mammiféres, ce processus est médié par
des petits fragments de 21-22 nucléotides (Elbashir et al., 2001b) correspondant a celle des produits de clivage des grands
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ARN double brin observées chez les plantes lors du processus de I’ARN interférence. Ces oligonucleotides ont depuis été
appelés siRNA.

Le long ARN double brin pourrait étre produit a partir d’un transgeéne ou d’un virus (figure 1 et figure 2B). Une enzyme
appelée Dicer (RNAses de type III) va cliver le long ARN double brin dans des petits molécules de siRNA. Le brin sens
(bleu) est dégradé pendant que le brin antisens (jaune) est utilisé¢ pour cibler I’ARNm pour le silencing.

Chez la drosophile et les mammiferes, le brin antisens est incorporé directement dans un complexe connu sous le nome de
«RNA-induced silencing complex » (RISC), ou « RNA induced initiation of transcriptionnal silencing complex »
(RIST), ou miRNP, pour cibler la séquence complémentaire de I’ARNm et pour la détruire. Chez le ver C. elegans et les
plantes, le brin antisens lie une enzyme appelée RARP (RNA-dependent RNA polymerase) qui va s’apparier a un ARNm
qui lui servira comme point de départ pour la synthése d’un ARN complémentaire. L’enzyme Dicer est nécessaire pour
générer des nouveaux siRNA spécifiques pour le méme ARNm. Finalement la cible est détruite (Novina and Sharp,
2004).
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Figure 1 : Mécanismes d’action des siRNA (d’apres Novina CD, 2002)
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Quand la petite molécule de siRNA se lie a sa cible, la complémentarité de séquence peut varier. Elle peut étre a peu prés
parfaite et dans ce cas I’ARNm cible est clivé entre les nucléotides 10 et 11 dans la partie 5’terminale du siRNA. Dans le
cas ou la complémentarité est trés basse le résultat de l’interaction entre le siRNA et la cible est la répression
transcriptionnelle. Pour I’inhibition de la translation, il peut y avoir plusieurs sites reconnus sur I’ARNm (Kim, 2005).

Les siRNA peuvent étre divisées en deux classes : symétriques et asymétriques. Les siRNA symétriques ont les deux
parties terminales stables et identiques, et ¢’est pourquoi les deux brins vont étre assemblés dans un complexe RISC avec
la méme efficacité (revu dans Tang, 2005)). Par contre, un siRNA asymétrique a une partie terminale qui est moins stable
que l’autre. De maniére surprenante, la plupart des miRNA sont trés asymétriques ce que meéne a un assemblage
asymétrique dans le complexe RISC dans les cellules (Schwarz et al., 2003).

MECANISME D’INTERFERENCE PAR LES microRNA

Des recherches ont mis en évidence chez plusieurs especes animales une catégorie des ARN courts (19-25 nucléotides)
appelés microRNA (miRNA). Les miRNAs sont abondants dans la cellule variant de quelques centaines jusqu'a 40000
(revue dans (Novina and Sharp, 2004). Ils sont codés par le génome mais ne produisent pas des protéines. Par contre, ils
participent a la régulation de I’expression des ARNm. Les miRNAs représentent a peu prés 0.5-1% du génome humain.
En ce que concerne leurs biogenése (figure 2A), les microRNA sont formés a partir d’'un ARN en épingle a cheveux et
ont par conséquence dans leurs biogenése une étape ou ils sont en double brin. Tout comme les siRNAs, les miRNAs sont
produits a partir des ARN double brin aprés le clivage par I’enzyme Dicer.

Dans les deux cas, il s’agit d’un ARN en épingle & cheveux appelé « primary micro-RNA » ou pri-miRNA. L’enzyme
nucléaire Drosha va cliver les pri-miRNA en petites molécules double brin de 70 nucléotides appelés précurseurs pre-
miRNA. Une autre enzyme, Dicer, va former un grand complexe appelé « microprocessor complex » de 500-650 kDa,
avec les cofacteurs DGCR8/Pasha (Schwarz et al., 2003). Ce complexe est exporté du noyau vers le cytoplasme par
I’exportine 5 (Exp5) ou une autre enzyme va les cliver pour former des miRNA matures simple brin de 21-22 nucleotides.
Un miRNA mature est clivé dans un complexe ribonucleoproteique (miRNP) qui va lier la partie 3’ non traduite de
I’ ARN messager cible en empéchant ainsi sa transcription (Bernstein et al., 2001).

Il y a deux enzymes RNases de type III essentielles dans ce systéme : Dicer et Drosha. Elles sont des grandes protéines
avec des domaines catalytiques en tandem et un domaine de liaison a I’ARN dans sa partie C-terminale. Dicer est une
protéine trés conservée et on peut trouver des homologues des DICER chez la levure (Dcr), une chez I’homme (Dicer),
une chez C.elegans (DCR-1), deux chez la Drosophile (DCR1 et DCR2) et quatre chez Arabidopsis (DCL1, DCL2,
DCL3, DCL4) (Kim, 2005).
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Figure 2 : Les différences entre les mécanismes d’action des miRNA et des siRNA

De l’autre coté Drosha est une enzyme RNAase de type III nucléaire, qui a été découverte pour la premicre fois chez
I’homme ensuite chez la Drosophile et C. elegans. Drosha initie la maturation des miRNA. Il y a un seul homologue de
Drosha dans chaque espece avec le role d’initier la maturation des miRNA.

1l existe d’autres protéines ayant un role important comme par exemple les protéines Argonautes (Ago) qui jouent un role
central dans différents aspects de la voie siRNA directement en interagissant avec les petits ARN pour former un
complexe effecteur appelé RISC. Les protéines de la famille Argonaute sont des protéines trés basiques faisant
approximativement 100 kDa, qui contiennent deux domaines appelées PAZ et PIWI. Contrairement a la voie siRNA, la
voie miRNA est initiée dans le noyau (Lee et al., 2003).

ROLE DES microRNA

Contrairement aux siRNA qui ciblent les genes ou les éléments génétiques qui les a formé, les miRNAs régulent des
geénes séparés. En mode normal, un ARNm peut contenir plusieurs sites de liaisons des différents miRNAs dans sa partie
3’ non transcrite.
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Leur rdle est divers: dans la prolifération cellulaire, ’apoptose et le métabolisme chez les insectes, dans le
développement neuronal chez les nématodes, dans le contrdle du développement des feuilles et fleurs chez les plantes, et
dans la différentiation des lignées hématopoiétiques chez I’homme (table 1) (Bartel, 2004).

Parmi quelques exemples de miRNA, on peut citer lin-4 et let-7 chez C. elegans ayant un role dans le développement
précoce. Un autre miRNA chez la drosophile, appelé bantem RNA, participe dans la suppression de ’apoptose, stimule la
prolifération cellulaire. Chez les mammifeéres, il y a mir —181 impliqué dans le contrdle de I’hématopoiese, et d’autres
exemples chez ’homme qui seront repris dans un dans un paragraphe consacré plus loin. Chez la souris, miR-196 inhibe
I’expression des génes homeobox HOXB8 impliqué dans la régulation du développement (Yekta et al., 2004).

Les miRNA chez les plantes disposent d’un grande degré de complémentarité avec la cible de I’ARNm ce qui induit le
clivage (Llave et al., 2002). La plupart des cibles des miRNA chez les plantes semblent étre des facteurs de transcription
impliqués dans la régulation du développement et la différentiation cellulaire. Dans les plantes, des miRNA matures sont
détectés dans la fraction nucléaire et cytosolique (Lingel et al., 2004; Park et al., 2005). La plupart des miRNA animaux
ou végétaux résident entre les génes qui codent pour les protéines ou dans les introns (revu dans (Brodersen and Voinnet,
20006)).

Les cibles des miRNA chez les animaux sont beaucoup plus diverses que chez les plantes.

Tableau 1 : Exemple des microRNAs chez différentes espéces. Selon Bartel et al., 2004 avec modifications

Espéce Nom du miRNA Role Références
Lin-4 développement larvaire précoce (leeetal., 1993)
Nematodes - -
C.elegans Let-7 développement larvaire précoce (Reinhart ef ol., 2000)
Isy-6 asymétrie gauche/droite de I’expression des (Reinhart et al., 2000)
chémorécepteurs
miR-14 apoptose et métabolisme (Xuetal., 2003)
Insectes
miR-7 développement neuronal médié par la voie (Wightman et al., 1993)
Notch
miR-181 différentiation hématopoiétique (Zhan et al., 2007)
miR-451 différentiation érythroide (Zhan er ol , 2007)
miR-23a croissance et localisation des cellules (Lewis et al., 2003)
mammiféres progénitrices hématopoictiques
miR-101 prolilération des cellules hématopoiétiques; (Lewis et al., 2003)
diftérentiation cellulaire
miR-302; miR-124 différentiation ncuronale (Hohjoh and Fukushima, 2007)
miR-1 facteur de croissance; dévcloppement (Lewis et al., 2003)
ncuronal
miR-29 régulation de Iapoptosc (Mott et al., 2007)
miR-159 développement des feuilles (Palatnik et al., 2003)
miR-165/166 initiation du méristeme axial et le (Tang, 2005)
plantes développement des feuilles (Emery et al.. 2003)
miR-172 développement des fleurs (Park et al., 2002b);
(Aukerman and Sakai, 2003)

LES miRNA CHEZ L’THOMME

Méme si un lien exact entre les petites molécules d’ARN et les maladies humaines n’a pas été totalement établi, quelques
miRNA semblent étre impliqués dans la tumorogenése (Calin et al., 2002; Metzler et al., 2004).

Certains miRNA résident dans les introns et semblent étre des éléments régulateurs pour les ARNm des génes hottes
pendant que d’autres miRNA semblent étre transcrits a partir de leur propre promoteur. Cependant aucun transcrit
primaire n’a pas été trouvé (Lee et al., 2003).

Les microRNAs sont donc impliqués dans la régulation de I’expression des génes en inhibant la traduction des ARN
messagers en protéines. Des études ont montré que certains miRNAs seraient impliqués dans la différentiation érythroide
chez ’homme et chez la souris. En effet en utilisant une méthode basée sur le profile d’expression des 295 miRNA avant
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et aprés I’induction de la différentiation érythroide, les auteurs trouvent une sur expression de miR-451 (Zhan et al.,
2007). D’autres microRNA comme le miR-29 sont impliques dans la régulation de I’apoptose (Mott et al., 2007), pendant
que d’autres comme miR-34 et miR34-C seraient des cibles de p53 pour coopérer dans le controle de la prolifération
cellulaire et de la croissance (Corney et al., 2007). Dans le méme sens, dans une autre étude comparant le profil
d’expression des miRNA entre les cellules p53 WT (wild type) et pS3 déficientes, les auteurs trouvent que les miR34a-c
seraient les cibles transcriptionnelles directes de p53 in vivo et in vitro. Les miR-34 pourrait inhiber une prolifération
cellulaire anormale (Corney et al., 2007).

Parce que les miRNA sont des molécules régulatrices endogenes leur altération dans 1’expression pourrait contribuer a
une croissance anormale due a une modulation dans I’expression des certains genes impliqués dans la prolifération
cellulaire et la survie. En effet il a été trouvé que plusieurs miRNA (Mir-21, miR-141, miR-200b) seraient exprimés dans
la cholangiocytose maligne. L’inhibition de miR-21 et miR-200b augmente la sensibilit¢ au traitement par la
gemcytabine, pendant que I’inhibition de miR141 induit une diminution de la croissance cellulaire (Meng et al., 2006).
D’autres études faites sur miR-21 mettent en évidence un role d’oncogene. Dans les cancers du sein, il serait sur-exprimé
par rapport au tissu normal et pourrait régler la tumorogénése en passant par la régulation des génes comme la BCL-2.
Ainsi il pourra servir comme nouvelle cible thérapeutique (Si et al., 2007). Mais miR-21 est impliqué aussi dans les
tumeurs hépatocellulaires (HCC) ou il est surexprimé avec un effet sur 1’augmentation de la croissance cellulaire,
migration et invasion (Meng et al., 2007).

En utilisant des nombreuses techniques de biologie moléculaire comme Northon blot, RT-PCR, miRNA- microarray ou la
sur- et la sous-expression des certaines miRNA il a été trouvé que certains miRNA sont directement liés a des cancers
humains comme le cancer du poumon, du sein, du cerveau, du colon et certaines leucémies. De plus, certains miRNA
agissent comme des oncogénes ou des suppresseurs de tumeurs (rev (Zhang et al., 2007)).

METHODES D’INDUCTION DE L’ARN INTERFERENCE

L’utilisation d’une telle méthode doit tenir compte des plusieurs points : (1) la stabilité du siRNA ; (2) la capacité
d’induire une expression constitutive ; (3) la capacité d’une délivrance spécifique d’un tissue ; (4) la possibilité d’avoir la
meilleure méthode d’identifier les sites de silencing. Afin de répondre a tous ces points différents variants de siRNa ont
été développées.

1. Lasynthése chimique des siRNA
La synthése chimique des oligonucléotides est une méthode utilisée en biologie moléculaire mais la production d’un type
spécifique de siRNA nécessite des étapes complémentaires comme la génération des brins homologues, la linéarisation,
I’addition des produits chimiques pour augmenter la stabilité et s’assurer que les deux nucléotides libres a la fin des brins
sont présents. Malgré la facilité pour générer des siRNA synthétiques un des points essentiaux est le choix de la séquence
qui doit étre ciblé (Ichim et al., 2004). A présent, il est suggéré que la région cible doit étre d’au moins a 70-100
nucléotides éloignée du site d’initiation de la traduction et que le contenu en paires AU : GC doit étre moins de 50%
(Caplen and Mousses, 2003). La premiére utilisation des siRNA synthétiques a été réalisée dans des lignées cellulaires sur
les protéines du cytosquelette : laminin A, C, Bl, vimentine (Elbashir et al., 2001a). La suppression spécifique de
I’ARNm cible a été vérifiée au niveau de I’ARN mais aussi au niveau de la protéine. Il a été aussi remarqué que la
viabilité cellulaire n’était pas affectée.

2. Lasynthése enzymatique des siRNA
Un probléme de I’utilisation des siRNA synthétiques est que la séquence cible est non prédictible. Un ciblage simultané
des plusieurs segments du méme transcrit induit a un silencing nettement plus élevée et plus sir (Ji et al., 2003). Une
alternative est de générer des duplex de siRNA pour chaque ARNm cible et de générer par clivage enzymatique des
homologues double brin des ARN en utilisant une enzyme provenant d’Escherichia coli appelée « RNase de type III »
(Katoh et al., 2003).
Pendant que la synthése chimique des siRNA a I’avantage d’étre facile a réaliser cette méthode reste quand méme trés
couteuse. La possibilité de générer des siRNA par clivage enzymatique est moins couteuse et permet de réaliser un
silencig plus ciblé.

MODALITES D’INTRODUCTION DES siRNA

Les siRNA semblent étre des outils trés intéressants pour 1’étude des fonctions des génes. Il reste quand méme le
probléme de I’introduction de ces molécules dans un organisme. Chez C. elegans I’expérience est trés simple : en
injectant dans le ver une solution contenant de I’ARN double brin, en trempant les vers dans une solution contenant ces
molécules ou en les nourrissant avec des bactéries qui expriment un ARN double brin, le géne cible sera inhibé (Novina
and Sharp, 2004). Ceci n’est pas aussi simple chez les organismes évolués. Différentes méthodes d’introduction des
siRNA ont ét¢ mises au point afin de réaliser un silencing génique in Vvivo et in vitro. Le protocole de transfection
développé a l’origine est basé sur l’utilisation des lysosomes. Une telle méthode a une efficacité de transfection
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d’approximativement 90% mais malheureusement elle est trés chére et, de plus assez toxique in vivo (Surowiak, 2003).
C’est pourquoi d’autres méthodes ont été développées pour introduire un siRNA.

a) Administration directe des siRNA
Une premicre expérience a été réalisée par I’équipe de McCaffrey, en injectant un volume de sérum physiologique
contenant des siRNA dans la veine de la queue chez la souris (McCaffrey et al., 2002). Les auteurs ont réussi inhiber avec
succes I’expression de la GFP (Green Fluorescence Protein) et I’antigéne B.

b)  Administration des siRNA par des vecteurs viraux
Une transfection stable a été réalisée avec des différents virus. Ainsi une transfection rétrovirale avec des siRNA diriges
contre le géne TP53 a été réalisée dans des lignées cellulaires et des fibroblastes in vitro (Barton and Medzhitov, 2002).
Un autre approche c’est Iutilisation des adénovirus (Xia et al., 2002) mais pendant que les rétrovirus et les adénovirus
s’incorporent dans les cellules en prolifération, les lentivirus ont ’avantage de s’incorporer avec une grande efficacité
dans les cellules qui ne se divisent pas (Abbas-Terki et al., 2002 ; Qin et al., 2003).

APPLICATION DE L’ARN INTERFERENCE

11 est possible d’inactiver fonctionnement un géne choisi avec une remarquable spécificité et d’évaluer son implication
fonctionnelle dans un processus physiopathologique. La connaissance de la séquence d’un ARN permet la synthése d’un
siRNA capable d’induire sa dégradation. Le mécanisme de siRNA ouvre le champ a des applications majeures comme la
recherche des cibles pharmacologiques ou I’utilisation comme un nouvel agent thérapeutique.

ARN INTERFERENCE COMME OUTILS D’ETUDE

En 2006, plus de 14000 articles scientifiques faisaient référence a cette technique d’interférence d’ARN montrant un
grand intérét des chercheurs. L utilisation des siRNA pour étudier la fonction d’un geéne chez les mammiferes est devenue
en trés peu d’années une technique de base utilisée en biologie.

Les fonctions biologiques de la topoisomérase I (TOP1) ont été difficilement étudiés car la délétion de ce gene est 1étale
chez les metazoares. Des études réalisées avec des siRNA dirigés contre ’ARNm de TOP1, sur des lignées cellulaires ont
mis en évidence le fait que TOP1 est aussi impliquée dans le controle de la stabilité génétique, la transcription de certains
génes et dans la réponse a différents agents chimiothérapeutiques (Miao et al., 2007).

ARN INTERFERENCE COMME NOUVEL AGENTS THERAPEUTIQUE

Pouvoir développer des médicaments basés sur I’utilisation des siRNA est une nouvelle voie dans 1’avenir du
médicament. L’une des stratégies le plus courantes est de trouver la cible thérapeutique afin d’inactiver le géne et
d’observer le résultat. Si la neutralisation d’un géne particulier permet de soigner un animal malade, la protéine codée par
ce gene pourrait étre la cible d’un médicament basé sur siRNA.

Les applications des siRNA comme médicament ont été étudiées récemment (Hemann et al., 2003). La promesse
thérapeutique de cet outil est basée sur plusieurs conditions : disponibilité, absence de toxicité, spécificité des effets de
silencing et efficacité in vivo (rev dans Ichim et al., 2004). Cette approche est utilisée dans les essais de traitements des
différentes maladies comme les infections virales, les cancers, 1’hépatite, des maladies neurodégénératives ou
I’angiogénése oculaire pathologique.

Les siRNA ont été utilisés dans des expériences de traitement des infections virales par VIH ou I’hépatite (Randall et al.,
2003). Dans les essais sur VIH, I’entrée du virus dans les cellules cibles a été bloquée et le virus a ainsi été dans
I’impossibilité de se répliquer. Une autre équipe a démontré une inhibition efficace des miRNA impliqués dans la
réplication de VIH-1 et cette inhibition a été remarquée au niveau du nombre des copies virales qui a été fortement réduit
(Lo et al., 2007). Mais les vecteurs lentiviraux sont eux aussi été utilisés dans les essais de lutte contre cette maladie. Les
vecteurs lentiviraux ont la capacité de traverser I’enveloppe nucléaire pour arriver dans le noyau dans les cellules qui ne
se divisent pas (Li et al., 2003).

Les expériences menées sur le virus de I’hépatite C ont conduit a un silencing du génome viral. Ainsi en utilisant une
méthode de PCR des séquences des siRNA il a été possible de tester des séquences candidates anti-HBV qui pourraient
étre introduites dans un vecteur. Le résultat a ét¢ une inhibition a long terme de 1’expression des génes et de la réplication
du virus HBV. Ceci pourra étre un outils intéressant pour le traitement de cette infection (Ren et al., 2006).

En utilisant des oligonucléotides antisens sur des lignées cellulaires de cancer d’ovaires, il ¢ ét¢ obtenue une sous-
régulation de la survinine, une molécules anti-apoptotique, sur-exprimée dans des nombreuses tumeurs humaines et qui
induit la résistance aux drogues chimiothérapeutiques (Ma et al., 2005).

Jusqu'a présent siRNA a été utilisé contre un certain nombres des oncogenes comme la K-Ras (Kawasaki and Taira,
2003) TP53 muté (Martinez et al., 2002). In vivo, le siRNA a été utilisé dans un modele murin de souris SCID (Severe
Combined Immunodeficiency) pour inhiber I’oncogéne H-Ras (Yang et al., 2003).
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Afin d’avoir un silencing des génes beaucoup plus ciblé a un organe, une équipe a utilisé des nanoparticules qui portent le
siRNA contre le gene d’intérét et en méme temps un ligand tissus spécifique. L’administration par la voie intraveineuse
chez la souris a montré une délivrance tumeur spécifique et une inhibition siRNA séquence spécifique. Ces résultats
montrent la réussite sur deux niveaux de ciblage : le premier c’est au niveau du tissu et le deuxiéme est au niveau du géne
(Schiffelers et al., 2004). Plus récemment dans le méme sens une autre étude montre I’impacte d’un ciblage tumeur
spécifique sur la bio-distribution et I’efficacité des nanoparticules de siRNA mesurée par I’imagerie in vivo PET (Positron
Emission Tomography) (Bartlett et al., 2007).

L’espoir d’utiliser siRNA dans la clinique est retenu par le probléme de délivrance. Méme si I’approche virale est trés
promettante, elle ne peut pas étre mise en place en clinique. Une autre méthode attirante est ’utilisation des immuno-
liposomes, qui sont des membranes artificielles avec des anticorps spécifiques attaches a des couches lipidiques Cette
méthode a été utilise avec succeés pour délivrer des agents chimothérapeutiques en utilisant des anticorps contre la
protéine Her-2 (Park et al., 2002a).

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

A partir de la découverte du phénoméne de silencing transcriptionnel en 1990 et jusqu'a présent
cette méthode ouvre de plus en plus des champs d’application avec des avancées spectaculaires.
L’utilisation de la technique de siRNA est supérieure par rapport a d’autre méthodes de silencing
car : 1) le blocage est plus efficace ; 2) le ciblage du géne cible est plus spécifique ; 3) I’effet
inhibiteur peut passer par des multiples générations ; 4) la transfection est élevée in vitro et d’une
maniére stable ; 5) des cibles simultanées peuvent étre utilisées.

La délivrance ciblée représente une méthode trés prometteuse pour une thérapeutique locale plus
efficace dans les différents champs d’application. Les nanoparticules ciblées représentent une
nouvelle et prometteuse classe d’agents thérapeutiques dans la médecine expérimentale avec une
toxicité trés basse par rapport a la thérapeutique conventionnelle. Le couplage avec 1’imagerie in
Vivo pourra permettre de cibler trés spécifiquement une maladie et de visualiser la réponse.
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