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RESUME

L’utilisation d’oligodésoxyribonucléotides antisens est un outil puissant pour réguler
I’expression génique et le développement de nouvelles structures représente un
domaine en pleine effervescence en chimie médicinale. En effet, nous cherchons a
développer des molécules dont I’affinité de liaison pour I’ARNm serait plus élevée,
tout en possédant la capacité d’activer la RNase H, ’enzyme qui reconnait le
complexe ADN / ARNm et qui dégrade ’ARNm.

11 a déja été démontré qu’une inversion de configuration en position C2’ du ribose de
’ADN (ANA), combinée 2 la substitution du groupement 2’OH par un atome fluor
(2°F-ANA) augmente ’affinité de liaison de ’oligonucléotide & ’ARNm. Lors de
notre étude, nous avons évalué I’activité antisens d’oligonucléotides
phosphorothioates chimériques composés de 2’-désoxy-2’-fluoro-f-D-arabinose et de
2’-désoxyribose (chimere S-2°F-ANA / ADN) comportant un sucre en conformation
L a leur extrémité 3’. Nous avons déterminé la capacité de ces molécules a inhiber
I’expression et la phosphorylation de Flk-1, un récepteur du VEGF ainsi que les effets |
médiés par le VEGF, soit la prolifération, la migraﬁon et la synthése du «platelet-
activating factor» (PAF) au niveau des cellules endothéliales (CE). Le traitement de
CE d’aorte bbvine avec les chiméres S-2’F-ANA / ADN a permis de réduire
I’expression protéique ainsi que la phosphorylation de Flk-1 plus efficacement qu’un
traitement avec les antisens d’ADN phosphorothioates (S-DNA) utilisés comme
témoins positifs. Par contre, ces deux classes d’antisens ont inhibé les effets
biologiques du VEGF de la méme manicre. Cette étude démontre aussi la capacité
des antisens chimériques & activer la RNase H et leur meilleure affinité de liaison

envers I’ARN comparativement aux antisens S-DNA.

Mots clés: ADN antisens, 2’F-ANA, antisens chimériques, VEGF, Flk-1
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SUMMARY

The use of oligonucleotides complementary to specific mRNA sequences is a
powerful tool to regulate gene expression. The design of new antisense agents
capable of increased binding affinity for their target mRNA, while still activating
ribonuclease (RNase) H is a major research area in medicinal chemistry. RNase H is
an ubiquitous enzyme that recognizes mRNA / DNA duplex and cleaves the
complementary mRNA strand, providing the main mechanism by which antisense
oligomers elicit their activities.

It has pfeviously been shown that configuration inversion at C2’-position of the DNA
sugar moiety (ANA), combined to the substitution of 2’0OH group by a fluorine atom
(2’F-ANA) increases binding affinity of oligomers for the targeted RNA. In the
present study, we evaluated the antisense activity of mixed-backbone
phosphorothioate oligomers composed of 2’-deoxy-2’-fluoro-f-D-arabinose and 2’-
deoxyribose sugars (S-2’F-ANA / DNA chimeras) with L-deoxyguanosine at their 3’-
end. We determined their abilities to inhibit the protein expression and
phosphorylation of Flk-1, a VEGF receptor as well as VEGF biological effects on
endothelial cell proliferation, migration and platelet-activating factor (PAF) synthesis.
Treatment of bovine aortic endothelial cells (BAEC) with chimeric oligonucleotides
reduced Flk-1 protein expression and phosphorylation more efficiently than with
phosphorothioate antisenses (S-DNA), which were used as positive controls.
Nonetheless, these two classes of antisenses inhibited VEGF activities equally.
Herein, we also demonstrated the chimeric oligomers’ capacity to elicit RNase H

activity and their improved binding affinity for complementary RNA as compared to

S-DNA.

Keywords: antisense DNA, 2’F-ANA, mixed-backbone antisense, VEGF, Flk-1
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1.0. INTRODUCTION

1.1. GENERALITES SUR LES ANTISENS

1.1.1. Définition

C’est grace aux études de Watson et Crick que nous savons maintenant que ’ADN
est une double hélice formée de deux brins de nucléotides complémentaires. Les
nucléotides se différencient entre eux par la nature de la base qu’ils portent, et
1’appariement de ces bases dans la double hélice se fait de maniere spécifique, c’est-
a-dire que I’adénosine se lie exclusivement & la thymidine et la guanosine & la
cytosine. Les bases complémentaires de chaque brin sont retenues ensemble par des
ponts hydrogénes. Le brin sens d’un geéne contient I’information qui dicte le contenu
en acides aminés de la protéine provenant dé ce gene. Par opposition, ‘le brin
complémentaire portera la méme information, mais dans I’orientation antisens. C’est

ici que le terme ADN antisens trouve son origine.

1.1.2. Utilisation

L’utilisation de molécules d’ADN antisens pour bloquer I’expression d’un gene
spécifique est un outil de choix pour les biologistes moléculaires qui désirent étudier
la fonction d’un géne (1, 2). Les oligodésoxyribonucléotides sont des molécules
possédant un potentiel thérapeutique important étant donné qu’ils permettent de
réduire, voire méme d’inhiber ’expression de genes viraux et d’oncogenes de
maniére spécifique et sélective. La plupart des oligonucléotides éntisens vont exercer

leur action en empéchant la synthése protéique d’un géne suite & une inactivation de



I’ ARN messager (ARNm) correspondant. I1 est a noter que dans I’ARN, la thymidine
est remplacée par I’uracile. Zamecnik et Stephenson ont été les premiers & démontrer
le potentiel des oligonucléotides antisens synthétiques a des fins thérapeutiques. En
ciblant ’ARNm du virus du sarcome de Rous avec un ADN antisens de 13 bases
dirigés contre une séquence spécifique, ils ont ét¢ capables de bloquer la croissance

du virus dans des fibroblastes de poulet transfectés et en culture (3, 4).

1.2. MECANISMES D’ACTION

1.2.1. Inhibition de la transcription de PARNm

Les ADN antisens peuvent bloquer 1’expression d’un géne en interférant avec la
transcription de I’ADN en ARNm (Figure 1a). La transcription de I’ADN débute par
la reconnaissance d’un codon d’initiation spécifique sur I’ADN par 1l’ARN
polymérase qui se lie 3 ’ADN double brin. L’ADN se déroule pour laisser place a la

transcription et c’est & cette étape que I’ADN antisens s’hybride 2 ’ADN et ainsi

bloque la transcription de I’ADN (5).

1.2.2. Inhibition des modifications post-transcriptionnelles

L’ARNm subit plusieurs modifications avant d’atteindre la maturité et d’étre
transloqué au cytoplasme. Dans le nucléoplasme, les régions non codantes (les
introns) de ’ARNm sont excisées et les extrémités 5’ sont modifiées pour une
meilleure stabilité. De plus, différentes bases sont altérées et ’ARNm subit une

polyadénylation en 3°, ce qui facilite son exportation. Les ADN antisens peuvent



aussi interagir a chacune de ces étapes pour inhiber I’expression d’un géne (Figure 1b

et 1c) (6).

1.2.3. Inhibition de la traduction des protéines

Certains mécanismes d’action ont été proposés pour expliquer I’activité des
oligonucléotides antisens. La plupart de ceux-ci ont été congus de manicre a inhiber
la traduction de I’ARNm en protéines (Figure 1d). Les ADN antisens
complémentaires 2 la région d’initiation de la traduction (codon AUG) de ’ARNm
causent un encombrement stérique qui empéche les ribosomes et les facteurs
d’initiation de la traduction de s’attacher & ’ARNm (7). En effet, les structures
secondaires formées par les ADN antisens liés a ’ARNm en proximité du codon
AUG causent un aﬁét de la traduction, possiblement & cause de la perte de la
conformation requise pour I’assemblage des ribosomes. Par contre, il se peut qu’un
codon AUG précédé d’une séquence ressemblant a celles reconnues par les ribbsomes
se retrouve plus loin sur la séquence de ’ARNm. Donc méme si le codon d’initiation
de la traduction est masqué, les ribosomes peuvent reconnaitre une autre séquence et
synthétiser une protéine tronquée du coté N-terminal (5). Le probleme ici, c’est que
la protéine synthétisce pourrait possiblement &tre active. Les antisens visant la région
5> non codante des ARNm ou celle en proximité du codon AUG sont les plus

efficaces étant donné qu’ils empéchent la liaison d’activateurs et de facteurs

d’initiation de la traduction.
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Figure 1: Schématisation des principaux sites d’action des oligonucléotides antisens.
Les fragments d’ADN antisens peuvent interférer: (a) avec la transcription de I’ADN
en se liant dans la boucle créée par ’ARN polymérase (1); (b) avec I’épissage par
hybridation a la jonction intron-exon (2); (c) avec le transport de I’ARNm du noyau
vers le cytoplasme (3); (d) avec la traduction, par I'inhibition de la liaison des facteurs
d’initiation (4), I’inhibition de I’assemblage du ribosome au site d’initiation (5) ou par
I’inhibition du glissement du ribosome le long de la séquence codante (6).



1.2.4. Activation de la RNase H

La régulation de la traduction de I’ARNm peut également €tre contrdlée par Iactivité
catalytique de la RNase H (Figure 2). En effet, ce phénomeéne semble étre le plus
impliqué dans I’inhibition de ’expression de génes par les antisens. Dans un premier
temps, le fragment d’ADN s’hybride avec sa séquence complémentaire sur I’ARNm.
Le duplexe ADN / ARN ainsi formé active la RNase H, une enzyme ubiquitaire
responsable du clivage de I’ARNm d’un complexe ADN / ARN. La RNase H activée
va cliver ’ARNm au site de I’hétéroduplexe et suite a leur dissociation, les fragments
d’ARNm clivés sont digérés par des exonucléases (8). La dégradation du brin
d’ARNm entraine 1’arrét de sa synthése protéique et par conséquent I’inhibition de
I’expression du géne correspondant. Pour sa part, ’ADN antisens peut a nouveau

s’hybrider & la séquence d’un nouvel ARNm complémentaire et poursuivre son

activité inhibitrice de la synthése protéique cible.



ARNmsens  5°-™M<GpppAUGCCUAAGCUAUCGIN],UAGAAAAAAA-3’

Traitement avec
oligonucléotide antisens

Traduction
ribosomique

GGATTCGATAGC
Synthese Formation du complexe
protéique antisens / ARNm

AUGCCUAAGCUAUCG[N],UAG

GGATTCGATAGC
Traduction  Activation de
ribosomique la RNase H

v

Clivage de ’ARNm

> |

Synthése protéique

Figure 2: Mécanisme d’inhibition de la synthése prot¢ique par activation de la RNase
H. Un oligonucléotide antisens s’hybride & sa séquence complémentaire sur I’ARNm
cible. La formation du complexe antisens / ARNm bloque la traduction ribosomique
et active la RNase H qui vient cliver ' ARNm provoquant I’inhibition de I’expression
du géne ciblé.



1.3. PROPRIETES DES OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS

1.3.1. Choix du géne et de sa séquence

Plusieurs paramétres doivent étre pris en considération afin d’assurer une bonne
efficacité des oligonucléotides antisens. En effet, il est important de bien choisir le
geéne ainsi que la séquence de son ARNm qui seront visés. La sélection du géne a
inhiber est trés importante, étant donné que dans le cas de génes trés fortement
exprilhés, il est difficile d’obtenir une inhibition compléte de leur synthese protéique
) et certaines protéines n’ont besoin que d’une faible expression pour atre
biologiquement actives. Les génes exprimés transitoirement, comme ceux impliqués
dans des pathologies (récepteur B; de la bradykinine dans la resténose (9)), sont des
cibles de choix pour la thérapie génique par antisens. Méme si le géne sélectionné
semble étre le plus approprié, on doit aussi tenir compte de la séquence a cibler. Un
léger déplacement de la séquence de I’ADN antisens est suffisant pour affecter
grandement 1’efficacité de la traduction de ’ARNm. En effet, la séquence de
I’oligomére ne doit pas comporter quatre résidus guanosines en série, car une telle
séquence pourrait potentiellement se lier a différents facteurs de croissance ayant une
affinité de liaison pour ’héparine et ainsi prévenir la liaison de ces facteurs a leurs
récepteurs (10, 11). De plus, oligonucléotide doit étre sous forme linéaire a la
température ol il est utilisé. Son efficacité sera diminuée si sa séquence favorise un
repliement sur lui-méme pour former une structure appelée boucle a cheveux ou

«hairpin», étant donné que la formation d’une telle structure prévient I’hybridation de

I’oligomére 4 son ARNm complémentaire.



1.3.2. Longueur de ’oligonucléotide antisens

La longueur de I’oligonucléotide n’affecte pas directement Defficacité de la
traduction d’'un ARNm en protéine, mais pour obtenir une spécificité et une efficacité
de liaison optimales, les ADN antisens devraient avoir une longueur d’environ 15-20
bases (5). Statistiquement, cette longueur offre une sélectivité adéquate, si on
considére que le génome des mammiféres, dont I’humain, contient environ trois
milliards de base et que seulement 10-20% des génes sont transcrits en ARNm a un
moment précis. Les oligonucléotides de longueur supérieure sont plus susceptibles
de s’hybrider non spécifiquement, tandis que les plus petits peuvent reconnaitre
plusieurs ARNm. De plus, la digestion partielle de longs fragments peut produire de
plus petites molécules qui peuvent a leur tour agir comme ADN antisens (9). Il a
aussi été démontré qu’une augmentation de la longueur d’un oligonucléotide

correspond & une diminution de I’efficacité de son entrée dans les cellules (5).

1.3.3. Principes de base

Malgré le choix d’une molécule d’ADN tenant compte de tous les facteurs

mentionnés ci-haut, certains principes doivent étre respectés pour la mise en pratique

de la thérapie génique par antisens.

1. Le complexe formé par ’oligonucléotide et PARNm complémentaire doit
étre suffisamment stable en conditions physiologiques. Plusieurs propriétés
des oligonucléotides concernant leur structure vont étre déterminantes pour leur

efficacité. C’est le cas des propriétés physicochimiques des antisens comme la



température de fusion qui caractérise I’affinité de liaison entre I’oligonucléotide et
sa séquence complémentaire. La température de fusion est la température a
laquelle 50% des hybrides ADN / ARN sont dissociés en deux simples brins. La
stabilité du complexe va augmenter en proportion du nomBre de cytosines et de
guanosines, étant donné que ’interaction entre ces deux bases requiert trois ponts
hydrogénes. En conditions physiologiques, au moins douze bases sont requises

pour que le duplexe ADN / ARN ait une stabilité raisonnable (5).

L’interaction entre I’oligonucléotide et sa séquence cible doit étre spécifique.
Il est primordial que le fragment d’ADN antisens ne reconnaisse qu’une seule
séquence sur ’ARNm étant donné que nous désirons bloquer ’expression d’un
seul géne. Il a déja été discuté plus tdt que I’oligonucléotide antisens doit
posséder une longueur d’environ 15-20 bases afin d’assurer sa spécificité. Par
contre, on veut aussi s’assurer que I’oligonucléotide antisens inhibe l’expfession
protéique d’un géne en se liant & sa séquence complémentaire sur son ARNm et
non par des effets non spécifiques comme, par exemple, en se liant & des
protéines. L’utilisation d’un fragment d’ADN possédant une séquence dite
«scrambled», C’est-d-dire possédant les mémes nucléotides qu’une séquence
antisens donnée, mais dans un ordre aléatoire, ne devrait pas avoir d’effets sur
I’expression du géne ciblé. De cette manitre, nous nous assurons que I’ADN

antisens exerce son activité par sa liaison & son ARNm complémentaire.
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3. L’oligonucléotide doit avoir une demi-vie suffisamment élevée in vivo pour
accomplir son action dans la cellule. Les ADN antisens se doivent aussi d’étre
stables sous conditions expérimentéles; toutefois, ils sont syjets & la dégradation
par les nucléases contenues dans le sérum et dans les cellules (12). Les
oligonucléotides sont dégradés en quelques heures dans le sérum de veau et si les
conditions sont optimales, 15 minutes peuvent étre suffisantes. La solution a ce
stade-ci est de modifier la structure des ADN antisens afin qu’ils résistent mieux a

la dégradation induite par les exo- et les endonucléases.

4. L’oligonucléotide doit &tre capable de traverser les membranes cellulaires
pour atteindre son site d’action. Malgré leur grosseur et leur charge, les
oligonucléotides antisens pénétrent assez bien dans les cellules. Les oligomeéres
peuvent prendre de quinze minutes jusqu’a quelques heures pour entrer dans les
cellules dépendamment du type cellulaire et des conditions expérimentalés. Ila
été démontré que ce processus est énergie-dépendante et que ce transport actif se
ferait par endocytose grice & des protéines membranaires de 34 et 80 kDa (13,
14). Par contre, quelques techniques ont éte développées afin de faciliter leur
entrée. Une de celles-ci est 1’utilisation de liposomes, ces particules qui forment
des bicouches lipidiques. Les oligonucléotides sont encapsulés dans les

liposomes et traversent la membrane plasmique par endocytose.
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1.4. STRUCTURES DES OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS

1.4.1. Les phosphorothioates

Les oligonucléotides comportant des liens phosphodiesters forment des duplexes
stables avec leur brin complémentaire d’ARNm. Par contre, leur sensibilité aux
nucléases ne fait pas d’eux des candidats idéaux, leur temps de demi-vie étant trop
court pour qu’ils puissent agir adéquatement (12). C’est pourquoi les ADN antisens
doivent subir certaines modifications pour acquérir une résistance aux nucléases. Les
phosphbrothioates, caractérisés par la substitution d’un des atomes d’dxygéne du
groupement phosphate de ’ADN par un atome de soufre, résistent aux exo- et aux
endonucléases sans trop changer les propriétés de I’oligonucléotide (Figure 3) (12,
15). Leur capacité a activer la RNase H et leur facilité 5 pénétrer dans les cellules
rendent les antisens phosphorothioates biologiquement actifs, malgré leur affinité de
liaison légérement réduite avec I’ARNm complémentaire (16, 17).  Ces
caractéristiques font d’eux les molécules d’ADN antisens les plus utilisées a ce jour. -
Par exemple, le premier antisens phosphorothioate vient d’étre admis sur le marché

pour le traitement du «cytomegalovirus retinitis» chez les patients atteints du VIH

(18).
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(0] L-2’-désoxyribose
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Phosphorothioate X =S

Figure 3: Structure d’un oligonucléotide antisens chimérique composé de résidus S-
2°F-ANA et d’ADN. La substitution d’un atome d’oxygéne du groupement
phosphate (lien phosphodiester) par un atome de soufre (lien phosphorothioate) leur
confere une plus grande résistance aux nucléases. L’augmentation de affinité de
liaison de D’oligonucléotide avec I’ARNm complémentaire se caractérise par
I’inversion de configuration en position C2’ du sucre et par la substitution du
groupement hydroxyl par un atome du fluor (2’F-ANA). Ces fragments antisens
possédent un sucre en conformation L & leur extrémiteé 3’ pour une résistance aux

exonucléases 3°.
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1.4.2. La L-désoxycytosine

D’autres modifications ont été incorporées a la structure des oligonucléotides antisens
afin d’accroitre leur résistance aux nucléases. Par exemple, il a été démontré que les
oligodésoxynucléotides possédant une cytosine sur un ribose en conformation L a
leur position terminale ou interne sont des molécules résistantes a ’action des
exonucléases 3’ (19). Malgré ce changement de conformation, ces molécules peuvent

toujours former des hétérodimeres avec I’ARN complémentaire et permettre aussi

’activation de la RNase H.

|

|

|

|

0 Base { Base 0 o
|
‘ 0O
O | 0 —>
|
OPO;* { OPO5™ OPO;”
|
D-désoxyribose ' L-désoxyribose

Figure 4: Structure d’un désoxyribose en conformation D et L. Interconversion

de la conformation D et L du ribose, ainsi qu’un réarrangement de la forme L.

1.4.3. Les modifications en position 2’ du sucre

Le défi des chimistes est maintenant de développer des oligonucléotides antisens
possédant une meilleure affinité de liaison pour leur séquence complémentaire sur
I’ARNm. Les nouvelles générations d’antisens doivent aussi étre capables de résister

aux nucléases et d’activer la RNase H. Récemment, il a été démontré que la position

Base
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2’ du sucre des oligonucléotides est un élément déterminant de 1’affinité de liaison
entre 1’oligonucléotide antisens et ’ARNm ciblé. En effet, I'incorporation d’un
groupement méthyl en position 2’ du sucre d’un oligonucléotide lui confére une
meilleure afﬁnité de liaison envers I’ARNm cible (20) ainsi qu’une résistance aux
nucléases comparativement & I’ADN non modifié. Par contre, ces oligonucléotides
modifiés ne permettent pas d’activer la RNase H, ce qui limite grandement leur
utilisation comme antisens (21).

Une inversion de configuration en position C2° du sucre d’un oligonucléotide, c’est-
a-dire 1a conversion d’un ribose en arabinose, rend le duplexe ADN / ARN moins
stable (22). Cette nouvelle structure appelée acide arabinonucléique (ANA), posséde
un groupement hydroxyl en position cis qui peut amener des changements dans la
conformation du lien N-glycosidique qui relie la base au sucre. Ce changement de
conformation aménerait une déformation des paires de bases, et ultimement une
diminution de la stabilité de la double hélice. Ce probléme pourrait étre réso]ﬁ par le
remplacement du groupement hydroxyl par de plus petits groupements. En effet, la
substitution du groupement hydroxyl par un atome de fluor en position C2’ de
I’arabinose (2’F-ANA, Figure 4) provoque une augmentation de la stabilit¢ du
complexe formé avec ’ARN de maniére plus efficace que les fragments ANA ou
méme que ’ADN non modifié (23). Des ctudes ont démontré la présence de
molécules d’eau dans le sillon mineur d’une double hélice d’acide nucléique, et
1’atome de fluor qui est petit et électronégatif stabiliserait ces molécules par des ponts

hydrogeénes (24, 25). De plus, les oligonucléotides 2’F-ANA offre une meilleure
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résistance 4 la phosphodiestérase de venin de serpent comparativement 4 I’ADN non
modifié (26).

Les oligonucléotides 2°F-ANA possédent des qualités leur conférant un grand
potentiel. Par contre, les oligonucléotides phosphorothioates pénétrent bien dans les
cellules et résistent adéquatement aux nucléases. Ceci a donc mené a la synthese
d’oligonucléotides de type 2°F-ANA caractérisés par la substitution d’un des
oxygénes de leur groupement phosphate par un atome de soufre (S-2’F-ANA, Figure
4). Ces nouveaux oligonucléotides forment un hybride stable avec ’ARN et sont

résistants aux nucléases de fagon plus efficace que I’ ADN non modifié (23, 26).

1.4.4. Les oligonucléotides chimériques

L’activation de la RNase H par le complexe formé par I’oligonucléotide antisens et
son ARN complémentaire est primordiale au succés de la thérapie génique par
antisens. Ce phénoméne requiert un minimum de quatre a cing résidus d’ADN au
centre de la séquence de I’oligonucléotide (21, 27). Voila les raisons qui ont motive
le développement d’oligonucléotides antisens possédant des structures mixtes. En
effet, des oligonucléotides phosphorothioates chimériques composés de 2’-désoxy-2’-
fluoro-B-D-arabinose et de 2’-désoxyribose ont été synthétisés (chiméres S-2’F-ANA
/ ADN, Figure 4). Ces molécules sont capables d’inhiber spécifiquement
expression protéique et de I’ARNm de génes plus efficacement que les
oligonucléotides possédant uniquement des résidus 2°F-ANA (28). De plus, les

chimeéres permettent également d’activer la RNase H (28).
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1.5. APPLICATIONS THERAPEUTIQUES

Il existe plusieurs applications & [I’utilisation des oligonucléotides antisens.
Premiérement, ceux-ci peuvent étre utilisés comme instrument en biologie cellulaire
et moléculaire afin de déterminer le role de certains génes. Les oligonucléotides ont
déja été utilisés pour mieux connaitre certains génes impliqués dans le cycle cellulaire
et le développement cellulaire ou embryonnaire. Certains oncogénes ont déja été
caractérisés (29-31) et les oligonucléotides antisens représentent un bon outil pour
contrerv le cancer. Par contre, I’avancement le plus important concemant' la thérapie
par antisens se situe au niveau des virus. En effet, il a été possible d’inhiber la
croissance de plusieurs virus comme celui de ’herpés (32, 33) et de 'influenza (34)
en culture cellulaire, de méme qu’in vivo chez des souris ayant des infections virales
(5). Par contre, les oligonucléotides phosphorothioates a trés fortes doses peuvent
provoquer des effets toxiques en induisant des réponses immunologiques (35). Il a
été démontré chez des souris que le traitement avec des oligoméres phosphorothioates
(10 mg / kg) induit la prolifération des cellules B (36), la production de cytokines et
d’anticorps ainsi que I’expansion des organes lymphoides (37-40). De plus, une
concentration trop élevée d’oligonucléotides peut activer la cascade du complément
(41-43) ou inhiber celle de la coagulation (44-45), possiblement a cause de leur
liaison & certains facteurs dans le plasma. Les antisens sont aussi susceptibles de

s’accumuler dans le foie, ce qui cause une hypertrophie des cellules de Kupffer chez

les rongeurs de méme qu’une nécrose des cellules hépatocytaires.
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1.6. BUT DE L’ETUDE

Des études récentes dans notre laboratoire ont démontré que des oligonucléotides
d’ADN phosphorothioates inhibent 1’expression protéique du récepteur Flk-1 du
«vascular endothelial factor» (VEGF) ainsi que les effets biologiques du VEGF via
I’activation de ce récepteur (46). En se basant sur le potentiel connu des antisens
phosphorothioates, nous avons tenté de démontrer que des oligonucléotides antisens
composés de résidus thio-2’F-ANA comportant des ADN phosphorothioates au
centre ainsi qu’un sucre en conformation L & sa position 3’ pouvaient. étre actifs
biologiquement. Pour ce faire, des cellules endothéliales d’aortes bovines ont été
traitées avec les oligonucléotides chimériques et phosphorothioates. Ensuite, par un
immunobuvardage de type Western, nous avons déterminé leurs effets sur la synthése
protéique et la phosphorylation du récepteur Flk-1. Nous avons aussi observé les
effets de ces oligonucléotides antisens sur les activités biologiques du VEGF, soit la
prolifération, la migration et la synthése de PAF chez les cellules endothéliales.
Finalement, nous avons déterminé si les antisens chimériques résistent aux nucléases

et s’ils forment des hybrides stables avec ’ARNm de méme que la capacité de ces

hétérodimeéres a activer la RNase H.
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2.1. ABSTRACT

The design of new antisense oligomers with improved binding affinity for
targeted RNA, while still activating ribonuclease (RNase) H is a major research area
in medicinal chemistry. RNase H recogﬁizes the RNA / DNA duplex and cleaves the
complementary mRNA strand, providing the main mechanism by which antisense
oligomers elicit their activities.

It has been shown that configuration inversion at C2’-position of the DNA
sugar moiety (arabinonucleic acid; ANA), combined to the substitution of 2’OH
group by a fluorine atom (2’F-ANA) increases the oligomers binding affinity for
targeted RNA. In the present study, we evaluated the antisense activity 6f mixed-
backbone phosphorothioate oligomers composed of 2’-deoxy-2’-fluoro-p-D-
arabinose and 2’-deoxyribose sugars (S-2’F-ANA / DNA chimeras). We determined
their abilities to inhibit the protein expression and phosphorylation of Flk-1, a
vascular endothelial growth factor (VEGF) receptor and VEGF biological effects on |
endothelial cell proliferation, migration and platelet-activating factor synthesis.
Treatment of endothelial cells with chimeric oligonucleotides reduced Flk-1 protein
expression and phosphorylation more efficiently than with phosphorothioate
antisenses (S-DNA). Nonetheless, these two classes of antisenses inhibited VEGF
activities equally. Herein, we also demonstrated the capacity of the chimeric
oligomers to elicit RNase H activity and their improved binding affinity for

complementary RNA as compared to S-DNA.

Keywords: antisense DNA, 2’F-ANA, mixed-backbone antisense, Flk-1, VEGF
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2.2. RESUME

Le développement de nouveaux antisens oligodésoxyribonucléotides
représente un défi en chimie médicinale. Noué cherchons a développer’des molécules
dont I’affinité de liaison pour ’ARN serait plus élevée en gardant la capacité
d’activer la RNase H, I’enzyme qui reconnait le complexe ADN / ARN et qui dégrade
I’ ARNm.

Il a été démontré qu’une inversion de configuration en position C2’ du ribose
de I’ADN (acide arabinonucléique; ANA), combinée & la substitution du groupement -
2’0OH par un atome de fluor (2’F-ANA) augmente l’affinité de liaison de
I’oligonucléotide & I’ARNm. Nous avons évalué I’activité antisens d’oligonucléotides
phosphorothioates chimériques composés de 2’-désoxy-2’-fluoro-B-D-arabinose et de
2’-désoxyribose (chimére S-2’F-ANA / ADN). Nous avons déterminé la capacit¢ de
ces molécules 2 inhiber I’expression et la phosphorylation de Flk-l; un récepteur du
«vascular endothelial growth factor» (VEGF) ainsi que les effets médiés par le
VEGF, soit la prolifération, la migration et la synthése du «platelet-activating factor»
(PAF) au niveau de cellules endothéliales. Le traitement de cellules endothéliales
avec les chiméres S-2’F-ANA / ADN a permis de réduire I’expression protéique ainsi
que la phosphorylation de Flk-1 plus efficacement qu’un traitement avec les antisens
d’ADN phosphorothioates (S-DNA). Toutefois, ces deux classes d’antisens ont
inhibé de féc;ons similaires les effets biologiques du VEGF. Cette étude démontre
aussi la capacité des antisens chimériques a activer la RNase H et leur meilleure

affinité de liaison envers I’ARN comparativement aux antisens S-DNA.

Mots clés: ADN antisens, 2°F-ANA, antisens chimériques, VEGF, Flk-1
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2.3. INTRODUCTION

Unlike classical pharmacology which may require the synthesis of several
thousand new compounds to discover each new active drug, antisense oligonucleotide
technology enables accurate synthesis of oligomers specific for a given sequence of a
targeted gene, in such, we can prevent the protein expression of this gene.

Synthetic antisense DNA and RNA oligonucleotides are negatively charged
with a molecular weight of about 4-9 kD, consequently, their passage across cell
membranes evokes an endocytosis process which seems to be mediated by two
surface proteins of 34 and 80 kD (Loke et al. 1989; Yakubov et al. 1989).
Internalized oligonucleotides are distributed in both the cytoplasm and the nucleus,
and cluster around the nuclear membrane and the nucleolus (Verspieren et al. 1978).
The sense strand of native mRNA can be hybridized with synthetic complementary
(antisense) DNA or RNA fragments. The DNA oligonucleotide hybridizes with its
selective mRNA sequence at the ribosomal and intranuclear level, and prevents the
mRNA processing and its translation into protein. An advantage of using DNA
oligonucleotides is the specific recognition of the DNA / mRNA hybrid by the
nuclease RNase H. This enzyme degrades the RNA strand at the duplex site and
increases the inhibition of mRNA translation (Wagner and Nishikura 1988). Single-
stranded RNA and DNA oligomers are, however, extremely sensitive to the
ubiquitous exo- and endonucleases and cannot be used unless the oligomer is inserted

in a vector system with a very strong eukaryotic promoter to drive transcription and
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produce antisense RNA. DNA and RNA oligonucleotides have a half-life (<2-3 hrs)
too short to be clinically effective.

During the past twenty years, numerous chemical modifications of
oligonucleotides have been developed to improve their hybridization affinity, stability
against nucleases, and intracellular incorporation. One of these modifications is the
substitution of one of the non-bridging oxygen bound to phosphorus (phosphodiester
link) by a sulfur atom to create a phosphorothioate link (S-DNA, Fig. 1A). In fact, S-
DNA is among the most widely used antisense inhibitors. It exhibits desirable
properties such as enhanced nuclease resistance (up to 50 fold), improved
bioavailability and the ability to induce RNase H mediated degradation of target RNA
(Markus-Sekura et al. 1987; Cazenave et al. 1989; Bennett and Schwartz 1995).
Development of antisense oligomers with 2’-modifications of the sugar moiety are of
major interest, as it is the case for 2’-O-alkyl RNA which is known to have a greater
binding affinity for complementary RNA compared to S-DNA, native DNA and RNA
(Manoharan 1999; Kawasaki et al. 1993). Nonetheless, these compounds do not
activate RNase H (Inoue et al. 1987).

Recently, it has been demonstrated that arabinonucleic acid (ANA) as well as
the corresponding 2’-deoxy-2’-fluoro-B-D-arabinonucleic acid analogue (2°F-ANA)
can form a hybrid complex with RNA and are able to elicit RNase H activity (Damha
et al. 1998; Wilds and Damha 2000; Noronha et al. 2000). More recently, one of our
laboratories showed that chimeric antisense oligonucleotides (AONs) comprising

2°F-ANA flanking a DNA core also induced efficient RNase H cleavage of target
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RNA in vitro (Lok et al. 2002). Unlike chimeric AON comprised of 2°-O-alkyl RNA-
DNA-2’-O-alkyl RNA, the efficiency of RNase H cleavage of target RNA induced by
chimeric 2°’F-ANA-DNA-2’F-ANA AON was not limited by the size of the DNA
core. In fact, introduction of a single DNA residue into an otherwise all 2’-FANA
oligonucleotide provided a significant increase in antisense activity compared to
AON comprised of 2’F-ANA alone. In addition, Sirois and co-workers
demonstrated antisense inhibition of Flk-1, a receptor of the vascular endothelial
growth'factor (VEGF) by treating endothelial cells with S-DNA (Bernatchez et al.
1999).

In the present study, we evaluated the ability of S-2’F-ANA / DNA chimeras
at preventing Flk-1 protein expression, and VEGF-mediated biological activities in
endothelial cells. The nucleotide at the 3’-terminus of these oligomers is a 2’-
deoxynucleotide in the unnatural L-configuration which augment nuclease resistance

towards 3’-exonuclease activity (Dambha et al. 1994).
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2.4, MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

Bovine aortic endothelial cells (BAEC) were isolated from freshly harvested
aorta and cultured in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM; GIBCO,
Burlington, ON) containing 5% fetal bovine serum (FBS; Hyclone Laboratories,
Logan, UT) and 1% antibiotics (Sigma, Oakville, ON). BAEC were characterized by
their morphology and by diiodoindocarbocyanide-acetylated low-density‘ lipoprotein

uptake (Sirois and Edelman 1997). Cells were not passaged for more than 9 cycles.

Antisense Oligonucleotide Synthesis

To compare the efficiency of S-2’F-ANA / DNA versus S-DNA oligomers,
BAEC were treated with antisense oligonucleotide sequences complementary to
bovine Flk-1 mRNA. Three different S-DNA seqﬁences were used, two targeting the
bovine Flk-1 mRNA (antisense 1, S-DNA-1 and antisense 2, S-DNA-2), and a
scrambled phosphorothioate sequence was used as negative control (scrambled-1, S-
DNA-SCR1). Three different S-2’F-ANA / DNA oligomers were used, two targeting
the bovine Flk-1 mRNA (antisense 1, S-2’F-ANA / DNA-Lg-1 and antisense 2, S-
2°F-ANA / DNA-Lg-2), and a scrambled S-2’F-ANA / DNA sequence was used as
negative control (scrambled 1, S-2’F-ANA / DNA-Lg-SCR1). One S-DNA with a L-
2’-deoxynucleotide at its 3’-end was also used to target the bovine Flk-1 mRNA

(antisense 2, S-DNA-Lg-2). Phosphorothioate and S-2’F-ANA / DNA chimeras
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sequences were designed with no more than three consecutive guanosines and by

minimizing their capacity to form hairpins and dimers.

Thermal denaturation studies

We determined the relative binding affinity of S-2’F-ANA / DNA antisense
oligomers to their complementary RNA, by determining the melting temperature
(Tm) of the antisense oligomer / RNA duplex. UV thermal denaturation data were
obtained on a Varian Caryl UV-VIS spectrophotometer as previously described
(Noronha et al. 2000; Puglisi and Tinoco 1989; Li et al. 1991). Experiments were
performed with 2.3 uM of duplex in thermal denaturation buffer containing 140 mM
KCl, 1 mM MgCl, and 5 mM Na,HPO,4 at pH 7.2. Melting temperatures were

determined as the maximum point on the first derivative vs temperature (T) curves.

In Vitro hRNase H2 Assays

Substrates for RNase H II were prepared by mixing antisense oligomers (3
pmoles) with 32p labeled complementary target RNA (0.2 pmoles) in an annealing
buffer containing 500 mM NaCl and 100 mM Tris-HCI for a 6 pL final volume.
RNA strands were prepared chemically using the solid-phase methodology ( Damha
and Ogilvie 1993). Human RNase H II gene fragment from pcDNA / GS / hmh
(Invitrogene, Burlington, ON) was cloned in the bacterial expression vector pBAD /
His / hmh (Invitrogene), expressed in E. coli and purified using a Ni**-

nitrilotriacetate-agarose column. This mixture is then heated at 85°C and cooled
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down to room temperature to allow duplex formation. To this whole solution,
hRNase H II is added as well as a reaction buffer containing 250 mM Tris-HCI, 300
mM KCl and 10 mM MgCl,. This solution is incubated at 37°C for 10 or 20 minutes,
and the reaction is stopped with 6 pL vof loading dye. Reaction products were
denaturated by heating at 100°C for 5 minutes, separated by polyacrylamide gel

electrophoresis containing urea and visualized by autoradiography.

Westerh Blot Analysis of Flk-1 Protein Expression and Phosphorylatidn
Chimeric S-2’F-ANA / DNA antisense oligomers efficiency and specificity to
block the targeted protein expression and phosphorylation was evaluated by Western
blot analyses. Confluent BAEC (100-mm tissue culturé plate) were washed with
DMEM and treated with trypsin-EDTA (GIBCO). Cells were resuspended in DMEM
containing 5% FBS and antibiotics, centrifuged and resuspended in DMEM. Cells
were seeded at lxl‘()6 cells / 100-mm tissue culture plates, starved for 6h in DMEM
and stimulated for 24 h in DMEM, 5% FBS, and antibiotics with or without antisense
oligomers. Then, the cells were starved for 48h in DMEM, 0.25% FBS, and
antibiotics with or without antisense oligomers daily for Go synchronization and
grown to confluence for 16h in DMEM, 1% FBS, and antibiotics with or without
antisense oligomers. Cells were starved for 8h in DMEM, 0.25% FBS, and antibiotics
with or without antisense oligomers to induce an up-regulation of Flk-1 expression.
Cells were then rinsed with Hank’s balanced salt solution (HBSS)-HEPES (10 mM,

pH 7.4), incubated on ice in HBSS-HEPES (10 mM, pH 7.4) plus bovine serum
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albumin (BSA; 1 mg/mL), CaCl; (1.4 mg/mL) and VEGF (10 M; PeproTech Inc.,
Rocky Hill, NJ) for 30 min, incubated at 37°C for 7 min and then brought back on
ice. Cells were rinsed with HBSS-HEPES (10 mM, pH 7.4) plus NaVO; (1mM;
Sigma) and proteihs were extracted by the addition of 500 pL of lysis buffer
containing phenylmethylsulfonyl fluoride (ImM; Sigma), leupeptin (10 pg/mL;
Sigma), aprotinin (30 pg/mL; Sigma) and NaVO; (ImM). Plates were incubated for
30 min at 4°C and scraped, and the protein concentration was determined with a Bio-
Rad prétein assay kit. Immunoprecipitation was performed on 1 mg of total pfotein
for each sample by incubation with rabbit Flk-1 IgG polyclonal antibody (Santa Cruz
Biotechology, Inc., Santa Cruz, CA) at 4°C for 4h. Then protein G-Sepharose 4 Fast
Flow beads (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, Qc) were added overnight.
After washing three times with lysis buffer, the immunoprecipitates were dissolved in
Laemmli’s buffer, boiled for 5 minutes in reducing conditions, separated by a 6%
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (Mini-Protean II kit; Bio-Rad, Mississauga,
ON), and transblotted on a 0.45-pum polyvinylidene difluoride membrane (Millipore
Corp., Bedford, MA). Membranes were blocked in TBS containing 0.1% Tween
(0.1% TTBS) and 3% BSA for 1h at room temperature with gentle agitation and
incubated for 4h with the primary antisera (anti-Flk-1; 1:1000 dilution; Santa Cruz).
Membranes were washed three times for 10 min with 0.1% TTBS, incubated with an
horseradish peroxydase anti-rabbit IgG antibody (1:4000 dilution; Santa Cruz) for 30
min, washed three times with 0.1% TTBS and horseradish peroxydase bound to

secondary antiboby was revealed by cheluminescence (Renaissance kit, NEN Life
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Science Products, Guelph. ON). The membranes used for Flk-1 protein expression
analysis were also used for FIk-1 phosphorylation analysis. Antibobies detecting Flk-
1 protein expression were removed by treating the membranes with Re-Blot Plus
Strong stripping solution (Chemicon International, Temecula, CA) during 20 min,
then the membranes were rinsed three times for 10 min with 0.1% TTBS. The same
detection procedure was followed, except that the primary antisera was a mouse anti-
phosphotyrosine clone 4G10 (1:3000 dilution; Upstate Biotechnology, Inc., Lake
Placid, NY), and the secondary antisera was a horseradish peroxydase ‘anti-mouse
IgG antibody (1:4000 dilution; Santa Cruz). Kaleidoscope molecular weights (Bio-
Rad) were used as standard for SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Digital
image densitometry (PDI Bioscience) was performed on x-ray films to determine

relative percentage of Flk-1 protein expression and phosphorylation.

Mitogenic Assays

Confluent BAEC were washed with DMEM and trypsinized. Cells were
resuspended in 10 mL of DMEM, 5% FBS, and antibiotics, and a cell count was
obtained with a Coulter counter Z1 (Coulter Electronics, Luton, UK). BAEC were
seeded at 1x104 cells / well of 24-well tissue culture plates, starved for 6 h in DMEM
with or without antisense oligomers, stimulated for 24h in DMEM, 5% FBS, and
antibiotics with or without antisense oligomers, and starved for 48h in DMEM,
0.25% FBS, and antibiotics with or without antisense oligomers added daily for Gy
synchronization. The cells were stimulated for 72h in DMEM, 1% FBS, and

antibiotics with or without antisense oligomers with VEGF (2.57(10'10 M). The cells
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were then trypsinized, and cell number was determined by using a Coulter counter

Z1.

Chemotaxis Assays

Cell migration was evaluated using a modified Boyden 48-well microchamber
kit (NeuroProbe, Cabin John, MD). Confluent BAEC (100-mm tissue culture plate)
were washed with DMEM and trypsinized. Cells were resuspended in DMEM, 5%
FBS, and antibiotics, and a cell count was obtained. BAEC were seeded at 1x10°
cells / 100 mm tissue culture dish; starved for 6h in DMEM with or without antisense
oligomers; stimulated for 24h in DMEM, 5% FBS, and antibiotics with or without
antisense oligomers; starved for 48h in DMEM, 0.25% FBS, and antibiotics with or
without antisense oligomers daily for GO; synchronization; and stimulated 16h in
DMEM, 1% FBS, and antibiotics with or without antisense oligomers. Cells were
harvested by trypsinization and resuspended in DMEM, 1% FBS at a concentrétion of
1x10° cells / mL. Fifty (50) puL of this solution with or without antisense oligomers
was added to the upper chamber of the modified Boyden chamber apparatus, and the
lower chamber was filled with DMEM, 1% FBS plus VEGF (10'9 M). The two
sections of the system were separated by a porous polycarbonate filter (5-pum pores),
pretreated with a gelatin solution (1.5 mg/mL), and assembled. Six hours post
incubation at 37 °C, the nonmigrated cells were scraped with a plastic policeman, and

the migrated cell were stained using Quick-Diff solutions. The filter was then
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mounted on a glass slide, and migrated cells were counted using a microscope

adapted to a video camera to obtain a computer-digitized image.

Measurement of PAF synthesis

PAF production by BAEC was measured by incorporation of [*H] acetate into
lyso-PAF. Confluent BAEC (100-mm tissue culture plate) were washed with DMEM
and trypsinized. Cells were resuspended in DMEM, 5% FBS, and antibiotics, and a
cell count was obtained. Cells were seeded at 5x10° cells/well of a six-well tissue
culture plates; starved for 6h in DMEM with or without antisense oligomers;
stimulated for 24h in DMEM, 5% FBS, and antibiotics with or without antisense
oligomers; and starved for 48h in DMEM, 0.25% FBS, and antibiotics with or
without antisense oligomers for Gy synchronization. The cells were then grown to
confluence for 16h in DMEM, 1% FBS, and antibiotics with or without antisense
oligomers and starved for 8h in DMEM, 0.25% FBS, and antibiotics with or v;/ithout
antisense oligomers to induce an up-regulation of Flk-1 protein expression. Culture
medium was removed, and cells were rinsed with HBSS-HEPES (10 mM, pH 7.4).
Cells were then stimulated stimulates for 15 minutes in 1 mL of HBSS-HEPES (10
mM, pH 7.4) plus CaCl, (10mM) plus [’H]acetate (25 pCi) plus VEGF (10 M). The
reaction was stopped by the addition of acidified methanol (50 mM acetic acid), and
the wells were scraped and added to a chloroform (2.5 mL) and 0.1M sodium acetate
(1 mL) mixture. Culture plates were washed twice with 1 mL of methanol, added to

the chloroform mixture, and centrifuged for 2 min at 1700 rpm. The upper phase was
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discarded, and the chloroform phase was washed twice with 2 mL of the organic
phase of an HBSS-HEPES (10 mM) / methanol / chloroform / sodium acetate (0.1 M)
solution (1:2:5:3:75:1). Isolated lipids were evaporated under a stream of N, gas,
resuspended in 175 pL of mobile phase solvent (water/chloroform/methanol,
5:40:55), and purified by HPLC. Samples were injected into a silica-based normal
phase HPLC column (4.5 x 250 mm, 5-pm silica particle size; Varian, Harbor City,
CA) and eluted with the mobile phase solvent at a 0.5 mL / min flow rate. Fractions
were céllected every min, and the amount of [3H] PAF synthesized was qliantiﬁéd by
counting radioactivity with a B-counter. The authenticity of synthesized ["H]PAF
was confirmed by an HPLC elution pattern similar to standard [’H]PAF (NEN Life
Sciences Products) and by its ability to induce platelet aggregation similar to standard

PAF (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL) (Sirois et Edelman 1997).

Statistical Analysis

Data are mean + S.E. Statistical comparisons were made by analysis of
variance followed by a Bonferonni’s t-test. Data were considered significantly

different if values of p < 0.05 were observed.
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2.5. RESULTS

Physical properties of antisense S-2’F-ANA / DNA oligomers

We also evaluated three physicochemical properties of the different antisense
oligomers, namely their affinity towards complementary RNA (7m), their ability to
activate RNase H and their resistance to hydrolysis by nucleases.

We previously showed that 2’F-ANA / RNA hybrids are significantly more
stable than the corresponding DNA / RNA heteroduplex (Wilds and Damha 2000).
We now find that the S-2’F-ANA / DNA oligonucleotides under study also vform very
stable duplexes with target RNA (Table 1), and that the melting temperature for these -
chimeras directly correlates with the 2’F-ANA content.

We next determined the ability of the duplex formed by the different antisense
oligomers and their complementary RNA strand to activate RNase H. We observed -
very few degradation products for control oligomer that was not incﬁbated with
hRNase H2 (Fig.2). The data also shows that S-2’F-ANA / DNA chimeras (5-2°F-
ANA / DNA-Lg-1) is able to elicit RNase H activity since we observed more
degradation products as compared to control oligomers, and this activation is time-
dependant (Fig. 2). We observed the same phenomenon in the case of S-DNA, but
DNA activates RNase H more efficiently.

Finally, we looked at the nuclease stability of the different oligonucleotides
under various conditions. We observed that S-DNA as well as S-2’F-ANA / DNA

chimeras oligomers were stable when incubated with BAEC in cell culture medium at
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37°C for 6h (DMEM, 5% FBS). Antisense oligomers were also incubated at 37°C for
6h with proteins isolated from BAEC and we did not observed any degradation
products (data not shown). The nuclease activity of this cellular extract was

previously demonstrated on unmodified DNA.

Regulation of Flk-1 protein expression by antisense S-2°’F-ANA / DNA
oligonucleotides

In a first series of biological experiments, we evaluated the potential of
chimeric S-2’F-ANA / DNA antisense oligomers to reduce Flk-1 protein expression
by Western blot analysis. BAEC were treated with various sequences and structure
of antisense oligomers at three different concentrations of oligomers (10’8 M, 5x10®
M and 107 M).

All antisense oligomers, at a concentration of 107 M, showed a similar
capacity to prevent Flk-1 protein expression. Two different sequences of
phosphorothioate oligodeoxynucleotides (S-DNA-1 and S-DNA-2) reduced Flk-1
protein expression by 77% and 66% as compared to PBS-treated cells (Fig. 3A). S-
2°F-ANA / DNA chimeras (S-2’F-ANA / DNA-Lg-1 and S-2’F-ANA / DNA-Lg-2)
decreased Flk-1 protein expression by 82% and 83%, while S-DNA-Lg-2 reduced -
Flk-1 protein expression by 76% as compared to PBS-tfeated cells (Fig. 3A). No or
minor inhibitory effects has been observed with scrambled antisense oligomers (S-
DNA-SCR1 or S-2’F-ANA / DNA-Lg-SCR1) which were used as negative control.

Since we did not distinguish any difference regarding Flk-1 protein expression

in BAEC treated with various sequences and structures of antisense oligomers at 107
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M, BAEC were then treated with lower concehtrations (5x10% M and 10® M) to
investigate a potential difference of efficiency between the different antisense
oligomers. We observed a better ability with- antisense S-2’F-ANA / DNA
oligonucleotides at preventing Flk-1 protein expression, at a concentration of 5x1078
M of oligomers applied daily as compared to S-DNA antisense oligomers. Indeed,
phosphorothioate DNA antisense sequence 1 and 2 (S-DNA-1 and S-DNA-2) reduced
Flk-1 protein expression by 11% and 15% as compared to PBS-treated cells (Fig.
3B). S-2’F-ANA / DNA chimeras (S-2’F-ANA / DNA-Lg-1 and S-2°’F-ANA / DNA-
Lg-2) were able to inhibit the expression of Flk-1 by 40% and 31% as compared to
PBS-treated cells. S-DNA-Lg-2 which is a S-DNA antisense with L-deoxyguanosine
at its 3’-terminus reduced Flk-1 protein expression by 42% as compared to PBS-
treated cells (Fig. 3B). Only a slight decreaséd in Flk-1 protein expression was
observed with the scrambled antisense sequences (16% and 18%).

As we observed a better inhibitory efficiency with S-2’F-ANA / DNA
| chimeras as compared to phosphorothioate antisense at 5x10® M, we then wanted to
assess if these oligomers would still be efficient at a lower concentration (10 M).
Daily treatment (10 M) with all the antisense sequences tested did not provide a
down regulation of Flk-1 protein expression in BAEC (Fig. 3C). Scrambled antisense

oligonucleotide sequences (S-DNA-SCR1 and S-2°F-ANA / DNA-SCR1) were also

ineffective at blocking Flk-1 protein expression.
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Inhibition of VEGF-induced Flk-1 phosphorylation by S-2°F-ANA / DNA mixed-
backbone antisense oligonucleotides

As we observed the capacity of standard phqsphorothipate DNA antisense
oligorhers and S-2°F-ANA / DNA chimeras at blocking FIk-1 protein expression, we
then wanted to assess how it would affect the activation of Flk-1 receptor. TQ do so,
we determined how a treatment with these various antisense oligomers did influence
VEGF-induced Flk-1 activation by analyzing the phosphorylation of Flk-1 receptor.
It is well-knowned that some receptors have the capacity to bind their ligand without
activating the signalisation cascade. Those binding sites are important since they
prevent cells to elicit too strong answer in presence of large numbers of ligands. To a
given concentration of antisense oligomers, a reduction in the expression of a receptor
does not necessarily correlates with a reduction of its phosphorylation. By looking at
the phosphorylated form of Flk-1 following a treatment with antisense
oligonucleotides, we ensure ourselves that the reduction of Flk-1 protein expl;ession
really cause an inhibition of its activity. The membranes used to detect Flk-1 protein
expression were stripped with a Re-Blot solution and used to detect Flk-1
phosphotyrosine activation. The efficiency of the stripping solution has been .
validated by the absence of Flk-1 phophorylated form in PBS-treated groups
following a detection of Flk-1 expression.

First, we looked at VEGF capacity to mediate Flk-1 phosphorylation. A
treatment with VEGF (10° M) for 7 minutes induced a marked phosphorylation of
Flk-1 (Fig. 4A-C). Then, we looked at the effect of daily treatmeﬁt (10 M, 5x10° M

or 10”7 M) with antisense oligomers on Flk-1 activation mediated by VEGF (10° M;
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7 minutes). First, at a concentration of 107 M, we observed on Figure 3A that all
sequences and structures of antisense oligomers prevented Flk-1 protein expression
by 66 to 83%. Now, we observed that at this concentration, S-2’F-ANA / DNA
chimeras abolished completely VEGF-mediated Flk-1 phosphorylationv as compared
to VEGF-stimulated cells untreated with antisense oligomers (Fig. 4A). Only a slight
inhibition of phosphorylation has been observed in presence of scrambled sequences
(11% and 9%). |

Since we observed equivalent efficiency from each antisense oligvomersb used
at 107 M, we investigated Flk-1 phosphorylation upon a treatment with 5x10® M of
antisense oligomers. Phosphorothioate oligodeoxynucleotides (S-DNA-1 and S-
DNA-2) did not have any effect on Flk-1 phosphorylation as compared to VEGF-
tested group (Fig. 4B). S-2’F-ANA / DNA mixed-backbone oligomers (S-2’F-ANA /
DNA-Lg-1 and S-2’F-ANA / DNA-Lg-2) reduced VEGF-mediated Flk-1
phosphorylation by 20% while phosphorothioate DNA antisense oligomers with L-
deoxyguanosine at its 3’-terminus (S-DNA-Lg-2) reduced it by 35% as compared to
VEGF-stimulated cells untreated with antisense oligomers (Fig. 4B). No effects were
observed with the use of scrambled antisense sequences (S-DNA-SCR1 and S-2°F-
ANA / DNA-Lg-SCRI1).

Then, we assessed if S-2’F-ANA / DNA antisense oligomers were still more
powerful than phosphorothioate DNA oligomers to reduce VEGF-mediated Flk-1
phosphorylation, at a lower concentration (10'8 M). S-2’F-ANA / DNA antisense
oligomers (S-2°F-ANA / DNA-Lg-1 and S-2’F-ANA / DNA-Lg-2) were equivalent

to S-DNA (S-DNA-Lg-2, S-DNA-1 and S-DNA-2) at inhibiting FIk-1
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phosphorylation induced by VEGF (Fig. 4C). Scrambled sequences (S-DNA-SCR1

and S-2’F-ANA / DNA-Lg-SCR1) were also found to have no influence on Flk-1

phosphorylation mediated by VEGF.

Influence of chimeric S-2°F-ANA / DNA antisense oligonucleotides on biological
effects mediated by VEGF on endothelial cell proliferation, migration and PAF

synthesis

Binding of VEGF to its receptor Flk-1 on endothelial cells promotes various
biological activities including their proliferation, migration and the release of PAF, an
inflammatory mediator (Bernatchez et al. 1999; Sirois and Edelman 1997‘). In the
present series of experiments, we wanted to assess if the inhibition of Flk-1 protein
expression and activation, as detailed above, would affect as well the VEGF-mediated
biological activities.

First, we looked at the VEGF-induced endothelial cell proliferation upon the
regulation of Flk-1 receptor protein expression following a treatment with three
different concentrations of antisense oligomers ( 10% M, 5x10% M or 107 M).
Stimulation of quiescent BAEC with 1% FBS for 72h induced their proliferation from
11 920 + 300 to 49 560 + 1 580, and up to 75 540 + 3 120 cells upon the addition of
VEGF 2.5x10"° M. A treatment with S-2’F-ANA / DNA antisense oligomers or with
S-DNA (107 M) were equally efficient as they completely blocked the VEGF-
mitogenic activity (Fig. 5A).

Next, we performed a proliferation assay at a concentration of 5x10® M of

antisense oligomers. Basal BAEC count went from 12 880 + 340 to 55 580 + 3 330
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(1% FBS treatment) and to 73 060 + 2 200 cells in response to 1% FBS plus VEGF
5x107'° M within three days of treatment. Phosphorothioate antisense oligomers (S-
DNA-1 and S-DNA-2) reduced VEGF-induced BAEC proliferation by 66%
(p<0.001) and 31% (p<0.01) as ‘compared to VEGF-stimulated cells untreated with
antisense oligomers (Fig. 5B). Treatment with S-2’F-ANA / DNA mixed-backbone
oligomers (S-2’F-ANA / DNA-Lg-1 and S-2’F-ANA / DNA-Lg-2) reduced the
BAEC proliferation upon VEGF stimulation by 55% (p<0.001) and 50% (p<0.001)
while bhosphorothioate DNA with L-deoxyguanosine at its 3’-terminus (S-DNA—Lg~
2) prevented it by 67% (p<0.001) as compared to VEGF-stimulated cells (Fig. 5B).

At a lower concentration (10°® M) none of the antisense oligomers did reduce
VEGF-mitogenic activity on BAEC (Fig. 5C). In addition, scrambled antisense
sequences (S-DNA-SCR1 and S-2’F-ANA / DNA-SCR1) showed no inhibitory effect
on VEGF-induced endothelial cell proliferation at all concentrations 1o*® M,’ 5x10°
M or 107 M) (Fig. 5A-C).

VEGEF is known to be a chemoattractant agent for endothelial cells upon the
activation of Flk-1 receptor. In a previous study, we observed that maximal VEGF-
chemotactic effect on BAEC was achieved at 10° M (Bernatchez et al. 1999), so we
wanted to determine the influence of S-2’F-ANA / DNA antisense oligomers on
VEGF-induced BAEC migration. BAEC were previously stimulated for 24h in 5%
FBS with or without antisense oligomers and starved for 48h with or without
antisense oligomers in 0.25% FBS for Go synchronization. BAEC were then

stimulated for 16h in 1% FBS with or without antisense oligomers before being
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added to the upper chamber of the modified Boyden chamber apparatus. PBS-
stimulated BAEC showed a basal migration of 416 + 9 cells/mm’ and a treatment
with VEGF (10® M) for 6 h increased the BAEC migration up to 624 + 7 cells/mm?.
BAEC treafment with 107 M of S-2°’F-ANA / DNA oligomers or phosphorothioate
DNA provided a complete inhibition of VEGF-mediated migration of BAEC (Fig.
6A).

At lower concentrations of S-2’F-ANA / DNA or phosphorothioate DNA
antisense oligomers (5x10° M and 10® M) did not induce any inhibition of the
chemotactic activity of VEGF on BAEC (Fig. 6B-C). Scrambled antisense sequences
(S-DNA-SCR1 and S-2’F-ANA / DNA-Lg-SCR1) showed no inhibitory effect on
VEGF-induced endothelial cell migration at all concentrations of (10° M, 5x10% M
or 107 M) (Fig. 6A-C).

PAF is an inflammatory mediator which is known to be synthesized by BAEC '
upon VEGF (10® M) stimulation (Bernatchez et al. 1999; Sirois and Edelmaﬁ 1997).
Then, we studied the effects of S-2’F-ANA / DNA mixed-backbone oligomers or S-
DNA antisense oligomers, at three different concentration (10'8 M, 5x10% M and 107
M) on VEGF-induced BAEC PAF synthesis. PAF production by BAEC was
measured by the incorporation of [3H] acetate into lyso-PAF as detailed previously in
Materials and Methods.

First, we stimulated BAEC for 24h in 5% FBS with or without antisense
oligomers (107 M) and BAEC were starved for 48h in 0.25% FBS with or without
antisense oligomers for Gy synchronization. Then BAEC were grown to confluence

in 1% FBS for 16h and stimulated in 0.25% FBS with or without antisense
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oligomers. Treatment of BAEC with VEGF (10° M) increased up to 48-fold the
basal synthesis of PAF as observed in PBS-treated cells (Fig. 7A). PAF synthesis
induced by VEGF was completely blocked by all sequences and structures of
antisense oligomers, at a concentration of 107 M (Fig. 6A).

Then, BAEC were treated with lower concentrations of antisense oligomers
(5x10% M or 10® M). In both cases, a treatment with S-2’F-ANA / DNA
oligodeoxynucleotides or with S-DNA did not reduce VEGF-mediated BAEC PAF
syntheéis (Fig. 7B-C). Treatment with scrambled sequences (S-DNA-SCR1 or S-2°F-
ANA / DNA-Lg-SCR1) at all concentrations (10°® M, 5x10®° M or 107 M) did not

alter the synthesis of PAF in BAEC stimulated with VEGF (Fig. 7A-C).
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2.6. DISCUSSION

In order to improve efficiency of the antisense strategy, much effort has been
devoted to the development of cationic lipids to enhance cellular uptake (Flanagan et
al. 1996; Lewis et al. 1996), as well as novel nucleic acid backbones (Letsinger et al.
1976; Beaucage and Caruthers 1981; Ogilvie et al. 1988), particularly those that elicit
RNase H activity (Inoue et al. 1987; Monia et al. 1993; Crooke et al. 1995; Lima and
Crooke 1997).

FIn the present report, we demonstrated the biological potential of antisense S-
2°F-ANA / DNA oligomers. Previous studies demonstrated that completely modified
phosphorothioate 2’-deoxy-2’-fluoro-B-D-arabinonucleic acid antisense oligomers
were not able to elicit RNase H cleavage of targeted RNA as efficiently as
phosphorothioate DNA oligomers, and permitted only a slight inhibition of mRNA
target expression (Lok et al. 2002). Mixed-backbone antisense oligomers containing
S-2’F-ANA linked by phosphorothioate DNA demonstrated a better antisense activity
driven by RNase H cleavage of complementary mRNA (Lok et al. 2002).
Effectively, it has been demonstrated that a DNA gap (four to five residues) in the
middle of the antisense sequence is required for a good cleavage of RNA by RNase H
(Inoue et al. 1987; Monia et al. 1993).

In the present study, we used 2’F-ANA / DNA chimeras containing
phosphorothioate linkages and a 3’-L-nucleotide, both of which confer resistance
towards exonuclease hydrolysis (Damha et al. 1994). Indeed, we have also shown

that unlike DNA, both S-DNA and S-2°’F-ANA / DNA are quite resistant to
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hydrolysis by nucleases present in cell culture media and BAEC cellular extract. It
was shown that these compounds possess a higher binding affinity towards its
complementary RNA as compared to S-DNA. Effectively, this enhance binding
affinity is characterized by a 6-7°C Tm increase (Table 1). In comparison to S-DNA
oligomers, S-2°F-ANA / DNA exhibit a greater binding affinity for target RNA. It
was also observed that S-2°’F-ANA / DNA chimeras downregulate the expression and
phosphorylation of Flk-1 protein, and as a consequence, attenuates the biological
effects’of VEGF, the proliferation and migration of endothelial cells proliferatioh, and
PAF synthesis.

The S-2’F-ANA / DNA activity was also compared to that of S-DNA
(Bernatchez et al. 1999). The results show that at the oligonucleotide concentration
of 5x10® M, S-2’F-ANA / DNA chimeras are more efficient at inhibiting Flk-1
protein expression and phosphorylation relative to S-DNA (Fig. 3-4B). This is |
consistent with the previous data indicating that S-2°’F-ANA / DNA chimeras have
superior RNA binding properties compared to S-DNA (Table 1). However,
concerning the biological effects of VEGF mediated by Flk-1, we did not observe any
inhibitory differences between the two classes of oligomers on the VEGF-induced
proliferation, migration and PAF synthesis (Fig. 4-7). This may be explained by the
fact that the action of S-2’F-ANA / DNA on Flk-1 protein expression and
phosphorylation is not marked enough to bring differences on VEGF biological

activities. Finally, we observed that S-2’F-ANA oligomers are not toxic to cells,
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since we did not see any morphologic changes, necrosis or apoptosis of BAEC treated

with antisense oligomers.

In conclusion, our results are validating the biological potential of S-2’F-ANA
/ DNA as a new class of antisense agents, and which have a better binding affinity for
targeted mRNA, and the capacity to prevent selectively the protein expression of

targeted genes.
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2.9. FOOTNOTES

The abbreviations in this manuscript: BAEC, bovine aortic endothelial cells; EC,
endothelial cells; VEGF, vascular endothelial growth factor; Flk-1 (VEGF receptor);
PAF, platelet activating factor; S-DNA, phosphorothioate deoxyribonucleic acid; S-

2°F-ANA, phosphorothioate 2’-deoxy-2’-fluoro-B-D-arabinonucleic acid.
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2.10. LEGENDS

Figure 1. Chemical structure of DNA, phosphorothioate DNA and mixed-backbone
S-2°F-ANA / DNA oligomers. (A) Phosphorothioate antisense oligomers have a
sulfur atom in substitution of a nonbridging oxygen atom bound to phosphorus. (B)
S-2’F-ANA / DNA antisense oligomers are characterized by a D-arabinose sugar, a
2’-fluorine atom in the B configuration and cis-positioned at specific heterocyclic
bases, and phosphorothioate linkages. The nucleotide at the 3’-terminus of these
oligorﬁers is a 2'-deoxynucleotide in the unnatural L-configuration. The L-unit
confers nuclease resistance to the oligonucleotide towards 3'-exonuclease activity .
(Dambha et al. 1994).

Figure 2. RNase H II cleavage of RNA duplexed with various antisense oligomers
structures. Electrophoretic analysis of 32p_labeled RNA digestion products. Each
antisense oligonucleotide and its complementary RNA were incubated with hRNase
H II for 10 and 20 minutes at 37°C. DNA-1 represents DNA oligomer sequence 1; S-
DNA-1 represents S-DNA oligomer sequence 1 and S-2’F-ANA / DNA-Lg-1
represents chimeric S-2’F-ANA / DNA-Lg oligomer sequence 1.

Figure 3. Comparative Western blot analyses of Flk-1 protein expression in BAEC
pretreated with phosphorothioate or chimeric S-2’F-ANA / DNA oligomers. BAEC
were treated with or without antisense oligomer sequences complementary to Flk-1
mRNA and stimulated with VEGF (10® M). Immunoprecipitation was performed
overnight on 1 mg of cellular lysate. Proteins were separated by SDS-PAGE

polyacrylamide gel electrophoresis and relative protein expression determined by
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image densitometry. Three different concentrations of antisense oligomers were used
(A) At a concentration of 107 M, S-DNA and S-2°F-ANA / DNA chimeras showed
equivalent capacity to inhibit Flk-1 protein expression, S-DNA-1 and S-DNA-2
reduced it by 77% and 66% as compared to PBS-treated cells, while S-2’F-ANA /
DNA-Lg-1, S-2°’F-ANA / DNA-Lg-2 and S-DNA-Lg-2 reduced Flk-1 protein
expression by 82%, 83% and 76%, (B) At a concentration of 5x10® M, S-DNA-1 and
S-DNA-2 reduced Flk-1 protein expression by 11% and 15% as compared to PBS-
treated cells, while S-2’F-ANA / DNA-Lg-1, S-2°’F-ANA / DNA-Lg-2 and S-DNA-
Lg-2 reduced Flk-1 protein expression by 40%, 31% and 42%, (C) At a concentration
of 10® M, no inhibitory effects were observed for all antisense oligomers on FIk-1
pfotein expression.

Figure 4. Comparative Western blot analysis of Flk-1 activation on BAEC
pretreated with phosphorothioate DNA or S-2°F-ANA / DNA oligomers. Antibodies
detecting Flk-1 protein were removed from membranes by treatment with Re—Blot
Plus Strong stripping solution. Activated form of Flk-1 was detected using a mouse
anti-phosphotyrosine IgG antibody and relative FIk-1 phosphorylation determined by
image densitometry. Three different concentrations were used (A) At a concentration
of 107 M, all sequences and structures of antisense oligomers completely blocked
VEGF-mediated Flk-1 phosphorylation, (B) At a concentration of 5x10®° M, S-DNA-
1 and S-DNA-2 did not have any effect on Flk-1 phosphorylation , while S-2’F-ANA
/ DNA-Lg-1, S-2’F-ANA / DNA-Lg-2 and S-DNA-Lg-2 reduced it by 20%, 20% and
35%, (C) At a concentration of 10 M, no inhibitory effects were observed for all

antisense sequences and structures on VEGF-mediated Flk-1 phosphorylation.
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Figure 5. Comparative effects of phosphorothioate DNA and chimeric S-2’F-ANA /
DNA antisense oligomers on VEGF-induced BAEC proliferation. BAEC were
seeded at 10* cells/well on 24 well tissue culture plates and treated with or without
antisense oligomer sequences complementary to FIk-1 mRNA, stimulated for 24 h in
DMEM 5% FBS and starved for 48 h in DMEM 0.25% FBS. Cells were then
stimulated with VEGF (2.5)(10'10 M) during three days and counted. Three different
concentrations of oligomers were used (A) 10" M B) 5x10% M and © ’10'8 M. The
values are means of cell count obtained from six wells for each treatment. *** p <
0.001 as compared with control (DMEM, 1% FBS). 111 p <0.001; ¥+ p <0.0L; f p <
0.05 as compared with VEGF (2.5x10™"° M) as determined by analysis of variance
followed by a Bonferonni’s t-test.

Figure 6. Comparative effects of phophorothioate DNA and chimeric S-2’F-ANA /
DNA antisense oligomers on VEGF-induced BAEC migration. BAEC were seeded 1
x 10° cells/100 mm tissue culture dish with or without antisense oligomer sequences
complementary to Flk-1 mRNA, stimulated for 24 h in DMEM 5% FBS and starved
for 48 h in DMEM 0.25% FBS. Cells were then stimulated for 16 h in DMEM 1%
FBS and added to the upper chamber of the modified Boyden chamber apparatus.
The lower chamber was filled with VEGF (10° M). Six hours post-incubation at
37°C the migrated cells were stained and counted. Three different concentrations of
oligomers were used (A) 107 M, (B) 5x10° M and © 10 M. The values are means

of migrating cells/mm’ from six chambers for each treatment. *** p< 0.001 as

compared with control PBS. 111 p < 0.001; 71 p < 0.01 as compared with control
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VEGF (10 M) as determined by analysis of variance followed by a Bonferonni’s t-
test.

Figure 7. Comparative effects of phosphorothioate DNA and chimeric S-2’F-ANA /
DNA antisense oligomers on VEGF-induced BAEC PAF synfhesis. BAEC were
seeded at 5 x 10° cells/well of a six-well tissue culture plates and stimulated with or
without antisense oligomer sequences complementary to Flk-1 mRNA for 24 h in
DMEM 5% FBS, starved for 48 h in DMEM 0.25% FBS and grown to confluence for
16 h in DMEM 1% FBS. Cells were starved for 8 h in DMEM 0.25% FBS and
stimulated with VEGF ( 10° M) in presence of [*H]acetate. Lipids were purified by
HPLC and [°’H]PAF synthesized by BAEC was quantified by counting radioactivity
with a B-counter. Three different concentrations of antisense were used (A) 107 M,
(B) 5x10® M and (C) 10® M. The values are means of at least six experiments. *¥*
p < 0.001 as compared with control buffer (PBS). {1t p < 0.001 compared with

VEGF (10° M) as determined by analysis of variance followed by a Bonferonni’s t-

test.
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Melting temperature (7m) of hybrids formed between antisense
oligonucleotides and target RNA

Code u Antisense oligonucleotide 7Tm (°C)

DNA-1 gct get ctg att gtt ggg 69

S-DNA-1 gct get ctg att gtt ggg 61

S-2’F-ANA/DNA-Lg-1 | gCT get ctg ATT gTT gg(L-g) 67

DNA-2 cct cca ctc ttt tct cag | 67

S-DNA-2 cct cca ctc ttt tct cag 58

S-2’F-ANA/DNA-Lg-2 | CCT Ceca cte ttt tCT CA(L-g) 65

S-DNA-Lg-2 cct cca cte ttt tet ca(L-g) 58

Table 1. Melting temperature (7in) of duplexes of DNA, S-DNA
and mixed-backbone S-2’F-ANA / DNA oligomers with
complementary target mRNA. Abbreviations: DNA,
deoxyribonucleic acid; S-DNA, phosphorothioate DNA; S-2’F-
ANA, phosphorothioate 2’-deoxy-2’-fluoro-f-D-arabinonucleic
acid. Uncertainty in 7m values is + 0.5 °C.



55

ST-VNV-A.-S
€
< 0dO
«C
S
Iseyqg 0O—d=—0
Va AN
9S0qLIAX09p-,7- O
@ 1-7
A
(0]
aseq o
N /

S

Isourqeagolonyy-,7-AX0dp-.7-q

=X ‘VNA-om L
=X

S
O ‘VNd

€
€
-z OdO

O

aseq

aseq

S

(V1



2)

Time (min)

N
¥
\nd
\&k
>
N <~
NS 4 Nad
&5 S8
& 9 & &
| 1 1 11 |
0 10 20 10 20 10 20

56



57

(9%) uorssaadxa

96 S6 101 86 SOI (4]} 101 14111 001 ANR[Y
I RS SIS  SGENIES SN  xet— s e camense: | € 11
& S S & S S - > >
& &S & & & & &
CSICROE CE QL S v |
(94) uorssaxdxa
¥8 8S ° ALY
S 5 S o &> ¢S
o&pw% & s & &S <
& o < ¢ N 5-01XS (d
N
P (9%,) uorssaadxd
bT LT 81 601 143 €T 0Ll 001 AANRY
< 1
g S S )
&b@%& & \b¢ .ca& A¢Q
O s¢ ’ } ’ f\
AN O NP
& .d &3 N 0T (V'€



58

(%) Lnanoe
0 dAnEPY

< 174-'0d

S
e
W s-01 O
%) ANanoe
€LT 59 08 08 SII 96 66 001 0 ( %sﬁé
P . o D gl W e e R S—— All 11 NHIQO d
& S & - - > s
%wa& & zpww“@ Ty %u@m a%o A@o s ®
O & > B ¢
SO E S AL 5-0TXS (4
0 1AT)O®
16 0 0 0 68 0 0 001 0 () ot
<4 1-°14-0d
5 S
&A@Q ¥

N 0T (W



59

TH4IS-YNd
/VNV-d.T-S

Tt

*kk

T-31-VYNG-S

T-871-YNA
IVNV-4.T-S

I-3T-VNA
IVNV-A.T-S

AR

kkk

TVNA-S

I-VYNd-S

L
*®
-
S9d %1
£ Leq
0 Leq
1 L } ]  § LI
S S e = & e

(0001X) 119 [e1PYI0pud SunEIdyI0ag

5.A) 107 M

TIOS-VNA-S

Td4O0S-VNd
/VNV-d.T-S

FH whw
ke

o

&

-

-

<

Z

g

)

7-3T-VYNA
JVNV-AT-S

I-3T-VNQ
[VNV-A.T-S

T+t Tt

whk KE%

TIOS-VNA-S

Tt

P e
khk

CTVNA-S

I-VNA-S

L—-l% FBS + VEGF (2.5x 101 M) —

*k%

S9d %1
€ Leq

0 Leq

L) L § L L) L]
0 0 0
8 6 4

100 =

(0007X) s[123 [e1PY30pUd SunEIIjoI]

B) 5 x 10 M

IOS-VYNd
/VNV-A(T-S

wkk

k&%

T-31-VNQG-S
T-3T-VNd
IVNV-A.Z-S

I-37T-VNd
IVNV-A.2-S

*kk

THOS-VNA-S

T"VNO-S

I-VNA-S

L""'l% FBS + VEGF (2.5 x 1071 M) —

Sd4d %I
€ Leq

0 Aeq

]
<

(0007X) s[193 [e1PYIOPUd SunEIdNI0IJ

C)10-8 M

L—l% FBS + VEGF (2.5 x 101 M) -



60

kkk

*kk

THOS-VNa
IVNV-AT-S

7-37-VNAS

7-87-VNd
/VNV-A4.T-S

1-371-VNA
JVYNV-4.T-S

Tt it

Tt

TVNA-S

I"VNA-S

700 =
600 =

300 o
200 =
100 =

L]
<
=4
-~

500 =

LUW/S[[9D [RI[PdY)opud SuneaSipA

6.A) 10" M

VEGF (10° M)

A i1t III ke

*kk

500 =
400 =
300 =
200 -
100 -

0

B)5x 10 M

TJOS-YNd
/VNV-A:T-S

T-3T-VNA-S

7-3T-YNA
/VNV-1.Z-S

I-371-VNd
IVNV-A.T-S

TVNA-S

I-VNAd-S

0 feq

LUIW/S[[99 [RI[dYyjopud SuneISIA]

IOS-VNd
/VNV-4T-S

k%

T-3T-VNG-S

*%%

7-31-¥YNa
IVNV-4:T-S

kkk

1-31-VYNQ
[VNV-4.2-S

VEGF (10° M)
ke kX
VEGF (10 M)

TYNA-S

I-VNd-S

*k%

L}
(=}

500 =
400 +
300 -
200 +
100 ~

LWUW/S[[3D [EIPYIopud SuneaSiA

C) 108 M



61

TIOS-YNd
/VNV-A.T-S

T-371-VNG-S

T-3T-YNA
/VNV-A.T-S

I-3T-VNA
IVNV-4.Z-S

TADS-VNA-S

kk%

-VNA-S

I-VNa-S

kkd

sdd

140 =

120 -

L) L] L ) L ) 4
0 0 0 0 0
8 6 4 2

100 -~

(%) s1soypuAs Jvdq 2Aanepy

7.A) 10° M

VEGF (10° M)

k%%

TIDS-VNa
/VNV-4.T-S

T-3T-YNA-S

T-37-VNA
IVNV-4.7-S

1-87-VNa
IVNV-4.2-S
TYOS-VNG-S

T-VNA-S

[-VNd-S

140 =
120 ~
100 +
80
60

(%) s1saquhs gy J 2AnE[dy

B)5x 108 M

TIOS-YNA
/VNV-4.T-S

T-3T-YNG-S

kkk

T-3T-VNa
JVNV-A.7-S

I-3T-VYNd
IVNV-4.T-S

TIDS-VNG-S

VEGF (10° M)

*k%

VEGF (10° M)

*k%

TVNA-S

I"VNA-S

140 -
120 =
100 =~
80
6

(%) s1saquds Jv J sanedy

C) 108 M



3.0 DISCUSSION

3.1. LES CHIMERES S-2’F-ANA / ADN ONT UNE MEILLEURE AFFINITE
DE LIAISON A L’ARN

Il a été démontré que les modifications en position 2’ du sucre de I’ADN provoquent
une augmentatioh de son affinité de liaison pour I’ARNm complémentaire (22, 23).
En effet, c’est ce qui est observé dans le cas d’oligonucléotides composés’ de résidus
S-2’F-ANA. Tel que mentionné précédemment, ces molécules se caractérisent par
une in\}ersion de configuration en position C2’ du ribose, ce qui ameéne lé. fonﬁation
d’arabinose combinée 2 la substitution du groupement hydroxyl a cette position par
un atome de fluor et par la présence d’un lien phosphorothioate (Figure 3 du
mémoire). Par contre, les oligonucléotides phosphorothioates chimériques utilisés se
composent de 2’-désoxy-2’-fluoro-B-D-arabinose et de 2’-désoxyribose. De plus, ils
possédent un sucre en conformation L & leur position 3’.

Lors de cette étude, nous avons déterminé la température de fusion entre différentes
séquences d’antisens chimériques complémentaires & I’ARNm du récepteur Flk-1 et
nous avons obtenu des températures de fusion de 67°C pour la séquence S-2’F-ANA /
DNA-Lg-1 et de 65°C pour la séquence S-2’F-ANA / DNA-Lg-2 (Tableau 1 de
Particle). Tant qu’a elles, les séquences S-AS1 et S-AS2 composées d’une structure
d’ADN phosphorothioates ont des températures de fusion de 61°C et 58°C. Par
ailleurs, les antisens chimériques possédent une affinité de liaison accrue de 6 a 7°C
envers leur brin d’ARN complémentaire comparativement aux antisens d’ADN

phosphorothioates. L’ajout de résidus 2’F-ANA augmentent I’affinité de liaison des
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oligonucléotides phosphorothioates & des valeurs presqu’équivalente 2 I’ADN non
modifié, pour qui les séquences AS1 et AS2 ont des températures de fusion de 69°C
et 67°C (Tableau 1 de Darticle). Cette augmentation n’est pas causée par
.l’incorporation d’un sucre en conformation L & leur position 3’, étant donné qu’un
oligonucléotide d’ADN phosphorothioates portant seulement cette modification (S-
DNA-Lg-2) a une température de fusion de 58°C.

L’augmentation de la températude de fusion pour les oligonucléotides
phosphorothioates composés de résidus 2’F-ANA permet d’évaluer leur affinité de
liaison avec ’ARNm complémentaire. En effet, ces antisens chimériques possédent

une meilleure affinité de liaison comparativement & 1I’ADN phosphorothioate.

3.2. LES CHIMERES S-2°F-ANA / ADN CHIMERIQUES ACTIVENT LA
RNASE H

Les oligonucléotides phosphorothioates composés exclusivement de résidus 2°F-
ANA n’activent pas la RNase H aussi efficacement que ’ADN phosphorothioate.
Dans notre étude, nous avons observé la présence de fragments de dégradation lors de
I’incubation d’oligonucléotides chimériques en présence de RNase H (Figure 2 de
I’article). Les antisens chimériques sont donc capables d’activer la RNase H,
probablement & cause de leur centre formé d’ADN phosphorothioates. Par contre,
cette activation n’est pas aussi importante que dans le cas de complexe formé d’ADN
non modifié et d’ARN. Cette propriété des oligonucléotides chimériques se révele

trés importante étant donné qu’elle comporte le mécanisme principal par lequel les

antisens induisent leur action.
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3.3. LES CHIMERES S-2’F-ANA / ADN REDUISENT LA SYNTHESE
PROTEIQUE DE FLK-1 ET SA PHOSPHORYLATION INDUITE PAR LE
VEGF

Les oligonucléotides phosphorothioates composés de résidus 2’F-ANA possedent une
bonne affinité de liaison envers leur ARNm complémentaire et le complexe ainsi
formé induit I’activation de la RNase H. Malgré cela, nous devons déterminer la
capacité de ces molécules & inhiber la synthése d’une protéine particuliére pour étre
en mesure d’évaluer leur activité biologique réelle.

Dans cette optique, nous avons traité des cellules endothéliales d’aorte bovine
(BAEC) avec différentes concentrations d’oligonucléotides ayant une séquence
complémentaire 4 I’ARNm du récepteur Flk-1 du VEGF et vérifié leurs effets sur la
synthése protéique de Flk-1 et sa phosphorylation induite par le VEGF. A la plus
haute concentration utilisée (10”7 M), les chiméres S-2’F-ANA / ADN se sont révélés
aussi efficaces que ceux composés d’ADN phosphorothioates. En effet, l’exﬁression
du récepteur Flk-1 a été réduite de 66% a 83%, tandis que sa phosphorylation a été
complétement inhibée (Figures 3A et 4A de Darticle). Par contre, 4 une concentration
d’oligonucléotides de 5x10® M, les antisens chimériques se sont révélés plus
efficaces en inhibant la synthése protéique de Flk-1 de 40% pour la séquence S-2°F-
ANA / DNA-Lg-1 et de 31% pour la séquence S-2’F-ANA / DNA-Lg-2, tandis que
les oligonucléotides d’ADN phosphorothioates 1’ont réduite de 11% et 15% pour les
séquences S-AS1 et S-AS2 (Figures 3B et 4B de Darticle). A cette concentration, les
deux séquences d’antisens phosphorothioates composés de résidus 2°F-ANA ont

permis de réduire la phosphorylation de Flk-1 induite par le VEGF de 20%. Les
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antisens phosphorothioates n’ont eu aucun effet & ce niveau. A la concentration la
plus faible (10 M), les deux classes d’antisens n’ont pas été efficaces (Figures 3C et
4C de D’article).

Ainsi, la capacité plus élevée des antisens chimériques a inhiber I’expression
protéique de Flk-1 ainsi que sa phosphorylation comparativement & ’ADN

phosphorothioate corrélent avec leur meilleure affinité de liaison pourbleur ARNm

complémentaire.

3.4. LES CHIMERES S-2°F-ANA / ADN INHIBENT LES EFFETS
BIOLOGIQUES DU VEGF: LA PROLIFERATION, LA MIGRATION ET LA
SYNTHESE DE PAF

En ce qui concerne les activités biologiques du VEGF reliées & I’activation du
récepteur Flk-1, soit la prolifération, la migration et la synthése de PAF au niveau des ’
cellules endothéliales, les chiméres S-2’F-ANA / ADN ainsi que les antisens S-DNA
se sont avérés équivalents pour les inhiber.

Pour ce qui est de la prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGF, les
chimeres S-2’F-ANA / ADN ainsi que les antisens S-DNA I’ont complétement
inhibée & une concentration de 107 M. Par contre, 3 une concentration de 5x10% M,
la prolifération induite par le VEGF a été réduite de 66% et 31% pour la séquence S-
DNA-1 et S-DNA-2 et de 55%, 50% et 67% pour les séquences S-2’F-ANA / DNA-
Lg-1, S-2’F-ANA / DNA-Lg-2 et S-DNA-Lg-2. A une concentration de 10® M,
aucun des antisens n’a été capable de réduire la prolifération des cellules

endothéliales induite par le VEGF (Figure 5 de D’article). Par contre, tous les
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oligonucléotides ont totalement bloqué les effets du VEGF sur la migration et la
synthése de PAF au niveau des cellules endothéliales & une concentration de 107 M,
sans provoquer d’inhibition aux autres concentrations (Figures 6 et 7 de Tarticle).
Nous avons précédemment obtenu une courbe dose-réponse lors de la détection de
Pexpression protéique et de la forme phosphorylée de Flk-1 chez les cellules
endothéliales suite 4 des traitements avec différentes concentrations
d’oligonucléotides. L’absence d’une courbe dose-réponse dans le cas de la migration
et de la synthése de PAF induite par le VEGF au niveau des cellules endothéliales
peut s’expliquer par le fait qu’a 5x10° M, les effets de ces antisens sur ’expression
protéique et la phosphorylation de Flk-1 par rapport au control sans antisens ne sont

peut-étre pas assez importants pour que nous puissions observer une différence sur

certaines activités biologiques du VEGF.



4.0. CONCLUSION

Nos résultats permettent de valider le potentiel biologique d’une nouvelle classe
d’antisens composés de résidus S-2°’F-ANA et d’ADN, ainsi que d’un sucre en
conformation L 2 leur extrémité 3’. Nous avons démontré que ces oligonucléotides
possédent une meilleure affinité de liaison 4 I’ARNm complémentaire et permettent
de mieux bloquer ’expression protéique de Flk-1 de méme que sa phosphorylation
comparativement a I’ADN phosphorothioate. Nous avons égalenient démontré que
les hyBrides formés par les antisens chimériques et ’ARNm permet d’activer la
RNase H, une caractéristique essentielle au fonctionnement de la thérapie génique par
antisens. Finalement, les chiméres S-2’F-ANA / ADN permettent de réduire les
effets biologiques du VEGF et ne sont pas toxiques pour -les cellules étant donné que
nous n’avons pas observé de changements morphologiques, de nécrose ou d’apoptose
chez les cellules traitées avec ce type d’oligonucléotide.

Par contre, d’autres études ont démontré que l’activité des antisens d’ADN
phosphorothioates est atténuée aprés 24 heures, tandis que les chiméres S-2’F-ANA /
ADN sont toujours actifs aprés 60 heures (C.-N. Lok, M. J. Damha et M. A. Parniak,
résultats non publiés). Etant donné que lors de notre étude, nous avons traité les

cellules quotidiennement avec les oligonucléotides, il serait intéressant de vérifier les

mémes paramétres sous un traitement moins fréquent.
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6.0. ANNEXE 1

Les antisens dirigés contre I’ARNm du récepteur Flk-1 ont été obtenus a partir de la
séquence partielle de I’ADNc bovin. Les antisens 1 sont dirigés contre le fragment 1-
18 de PARNm bovin de Flk-1 tandis que les antisens 2 sont dirigés contre le

fragment 20-37. GenBank accession number : 94 298.

Nom de Pantisens Séquence

S-DNA-1 5’-gct gct ctg att gtt ggg-3’

S-DNA-2 5’-cct cca cte ttt tct cag-3’

S-DNA-SCR-1 5’-tgc tgg cat gtg cgt tgt-3’
S-2’F-ANA / DNA-Lg-1 5’-gCT get ctg ATT gTT gg(Lg)-3°

S-2’F-ANA / DNA-Lg-2 5’-CCT Cca cte ttt tCT CA(Lg)-3’
S-2’F-ANA-Lg-2 5’-cct cca cte ttt tct ca(Lg)-3’

S-2’F-ANA / DNA-Lg-SCR1 5’°-gTT cggtge TAT gCT gt(Lg)-3’

Tous les nucléotides de ces antisens possédent des liens phosphorothioates. Les
lettres minuscules représentent les désoxyribonucléotides, les lettres majuscules
représentent les‘ fluoroarabinonucléotides et [’abbréviation Lg signifie L-
désoxyguanosine.

Les antisens composés exclusivement de liens phosphorothioates ( S-DNA-1, S-
DNA-2 et S-DNA-SCR-1 ) ont été synthétisés a I’Institut Armand-Frappier ( Laval,

Qc, Canada ). Les antisens composés de fluoroarabinonucléotides et / ou de L-
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désoxyguanosine ont été synthétisés par le laboratoire du Dr Masad J. Damha, au
département de chimie de I’Université Mc Gill ( Montréal, Qc, Canada). Apres leur

‘synthese, les antisens ont été lyophilisés et resuspendus dans de I’eau stérile.





