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ABREVIATIONS

(E/H)/E  émulsion « eau dans l’huile, dans l’eau »
+/-  rapport de charges positives/charges négatives
304  poloxamine 304 ([poly(éthylèneoxyde)13-poly(propylèneoxyde)30]2-

ethylènediamine-[poly(éthylèneoxyde)13-poly(propylèneoxyde)30]2

704  poloxamine 704 ([poly(éthylèneoxyde)13-poly(propylèneoxyde)30]2-
ethylènediamine-[poly(éthylèneoxyde)13-poly(propylèneoxyde)30]2

AAP  azobis(2-amidino-propane)
ADN  acide désoxyribonucléique
ADNL  fragments d’ADN de 6000 à 8000 pb
ADNS  fragments d’ADN de 100 à 500 pb
AEPD  bis(2-amioéthyl)-1,3-propanediamine
AFM  « Atomic Force Microscopy »
ARN  acide ribonucléique
ARNdb  ARN double-brin
ARNi  interférence ARN
ARNm  ARN messager
BET  bromure d’éthidium
BGSC  (bis(guanidinium)-spermine-cholesterol)
BGTC  (bis(guanidinium)-tren-cholesterol)
CAT  enzyme Chloramphénicol-Acéthyl-Transférase
CdiA  N,N’-Dinonacrylate-N,N,N’,N’-tetraméthylpropane-diammonium bromide
CFTR  « Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator »
cmc  Concentration Micellaire Critique
COS-7  fibroblastes de rein de singe vert d’Afrique
cryo-TEM  cryo-microscopie électronique à transmission
d  distance inter-feuillet
d2GFP  cellules obtenue à partir de la lignée H1299  carcinome de cancer de poumon 

humain
DC-Chol  (3[N-(N’,N’-diméthylaminoéthane)-carbamoyl]cholesterol)
DOGS  dioctadécylamine-glycine-spermine
DOPC  dioléoylphosphatidylcholine
DOPE  di-oléoylphasphatidyléthanolamie
DOSK  DiOleylamine A-Succinyl-Kanamycine
DOSN  DiOleylamine A-Succinyl-Neomycine
DOSP  DiOleylamine A-Succinyl-Paromomycine
DOSPA 2,3-dioléyloxy-N-2-(spermine-carboxamido)éthyl-N,N-diméthyl-1-

propanammonium
DOST  DiOleylamine A-Succinyl-Tobramycine
DOTAP  méthylsulfate de dioléylloxypropyl-triméthylammonium
DOTMA  chlorure de dioleyloxypropyltrimethyl-ammonium
DPDPB  1,4-di[3’,2’-pyridyldithio-(propionamido)butane]
DSP  dithiobis succinimidyl propionate
DTBP  diméthyl-3,3’-dithiobis propionimidate
E/H  émulsion « eau dans l’huile »
ELISA  « Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay »
EO  éthylène oxyde
EPO  érythropoietine murine
F127  pluronic F127
F68  pluronic F68 (appelé Lutrol®)
GFP  protéine fluorescente en vert (« Green Fluorescente Protein »)
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GFP-CFTR  protéine de fusion contenant la protéine CFTR et la protéine GFP
H/E  émulsion « huile dans l’eau »
HDL  hydroxydes double lamellaires
HE  phase hexagonale inversée
HeLa  cellules tumorales issues d'un carcinome du col utérin
HSPGs  protéoglycanes du type sulfate d’héparine
IL-6  interleukine-6
L61  pluronic L61
L64  pluronic L64 (appelé également PE6400)
LNA  « Locked Nucleic Acid »
Lutrol®  (poly(éthylèneoxyde)75-poly(propylèneoxyde)13- poly(éthylèneoxyde)75)
M  ion métallique
Mg2Al, Mg2Fe et 
Mg2Ga  

HDL composé de magnésium-aluminium, magnésium-fer et de magnésium-
gallium, respectivement

miARN  microARN
motifs CpG  dinucléotide CpG non méthylé (ou « motif CpG »)
N/P  rapport azotes/phosphates
NaCl  chlorure de sodium
ODN(s)  OligoDeoxyNucleotides antisens
P123  pluronic P123
PAMAM  polyamidoamine
PBS  Phosphate Bufer Saline
PC  phosphatidylcholine
pCIK-Cat  plasmide codant pour le gène rapporteur de la CAT
pCMV  promoteur précoce du cytomégalovirus humain
pCMV-LacZ  plasmide codant pour le gène rapporteur de la β-Galactosidase
pCMV-luc  plasmide codant pour le gène rapporteur de la Luciférase
PE6400  (poly(éthylèneoxyde)13-poly(propylèneoxyde)30- poly(éthylèneoxyde)13)
PEG  poly(éthylène-glycol)
PEG-AEPD  N2,N2,N3,N3(3’-PEG5000aminopropane)bis(2-aminoéthyl)-1,-3-propanedi amonium 

di-trifluoroacetate
PEI  polyéthylène-imine
PEO  poly(éthylène oxyde)
PG  phosphatidylglycerol
PGA  poly(glycolic acid)
PKR  complexe qui contient une protéine kinase et un signal de transduction
PLA  poly(lactic-acid)
PLGA  poly(glycolactic-acid)
PLL  polylysine
PO  propylène oxyde
PPO  poly(propylène oxyde)
PS  phosphatidylsérine
pTER  plasmide codant pour le shARN dirigé contre la GFP
PVA  poly(vinyl-alcool)
PVP  poly-(vinyl)pirrolidone
RISC  « RNA-Induced Silencing Complex »
RNase-H  ribonucléase H
SAXS « Small Angle X-Rays Scattering »
SDF  « Small DNA Fragments »
SEM  Microscopie électronique à balayage
SFHR  « Small Fragment Homologous Replacement »
SFM  « Scanning Force Microscopy »
shARN  « short-hairpin » ARN
siARN  « small interferring » ARN
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SP1017  mélange des pluronics L61 et F127
SPAN 60  sorbitane mono-stéarate
SPAN 85  sorbitane tri-oléate
SV40  promoteur précoce du virus simien SV40
TAE  tampon Tris-Acétate-EDTA
TGA  analyses thermogravimétriques
TOTO  sonde fluorescente s’intercalant entre les base d’ADN
Tyrode 2X  solution composée de NaCl 280 mM, KCl 12 mM, CaCl2 6 mM, MgCl2 4 mM, 

HEPES 20 mM et Glucose 20 mM
X-Gal  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside
YOYO-1  sonde fluorescente s’intercalant entre les bases d’ADN
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

La présence d’une mutation sur un gène, peut modifier la composition protéique de la 
cellule  provoquant  ainsi  un dysfonctionnement  cellulaire responsable de certaines maladies 
génétiques héréditaires ou acquises. Ces maladies pourraient être traitées par thérapie génique, 
en  insérant  dans  la  cellule  une  copie  fonctionnelle  du  gène  muté,  afin  de  restaurer  la 
composition protéique de la cellule et de rétablir ainsi son bon fonctionnement. 

Les recherches dans le domaine de la thérapie génique visaient surtout à corriger les 
maladies héréditaires, telles l’hémophilie, la mucoviscidose ou les myopathies, mais les espoirs 
suscités par cette nouvelle technique se sont vite répandus aux maladies acquises, tels que les 
cancers, les maladies neurodégénératives ou les pathologies infectieuses (hépatites, SIDA). En 
effet, ces pathologies font aujourd’hui l’objet de nombreux essais cliniques ().

Essais cliniques en thérapie génique

Cancer diseases 67% (n=762)

Monogeneic diseases 8.9% (n=106)

Vascular diseases 8.6% (n=102)

Infectious diseases 6.5% (n=78)

Other diseases 3.4% (n=40)

Gene marking 4.2% (n=50)

Healthy volunteers 1.6% (n=19)

 : Répartition du pourcentage de protocoles cliniques par maladies.  (chiffres actualisés au 1er Janvier 2006 :  
http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/).

La majorité des essais cliniques se déroule aux Etats-Unis et dans les pays industrialisés 
(http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/).  Cependant,  malgré  le  grand  nombre  d’essais  en 
thérapie génique engagés, les résultats significatifs sont peu nombreux. Le décès d’un patient 
aux Etats-Unis en 1999 au cours d’un protocole de thérapie génique (Carmen et al., 2001) a 
remis en cause la faisabilité de tels traitements. Mais en 2000 le Dr. Fisher et son équipe a 
réalisé un protocole clinique et a permis la guérison d’enfants atteints d’un déficit immunitaire 
sévère  lié  à  l’X  (« bébés  bulles »)  (Cavazzana-Calvo  et  al.,  2001 ;  Fisher  et  al.,  2002). 
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Néanmoins, les derniers essais ont montré les limites de cette thérapie car certains enfants ont 
développé des leucémies à la suite de l’activation d’oncogènes provoquée par l’insertion du 
transgène (Gene Therapy trials. http://www.search.wiley.com).

D’autres résultats récents, pour le traitement de la pathologie ADA-SCID (absence de 
l’adénosine désaminase qui prive le sujet de système immunitaire) sont encourageants car les 
enfants traités par le gène de l’enzyme ont vu peu à peu leur système immunitaire se régénérer 
(Aiuti et al., 2002). 

Si le principe de la thérapie génique repose sur l’idée simple de transférer dans les 
cellules cibles de l’organisme le gène thérapeutique, sa mise en application est beaucoup plus 
complexe car la pénétration spontanée d’une molécule d’acides nucléiques (ADN ou ARN) 
dans  une  cellule  est  un  événement  exceptionnel.  En  effet,  les  acides  nucléiques  sont  des 
molécules polyanioniques hydrophiles de grande taille qui ne sont pas aptes à traverser les 
membranes  cellulaires,  constituées  d’une  bicouche  lipidique  hydrophobe  et  chargées 
négativement.  C’est  pourquoi,  différents  systèmes de transfert  d’acides  nucléiques ont  été 
développés depuis les années 1980 : soit l’acide nucléique est introduit dans les cellules cibles 
à l’aide d’une technique physique, soit à l’aide d’un vecteur. Le vecteur constitue un élément 
clé du succès de la thérapie génique. Son rôle est décisif car il permet de contenir les molécules 
d’acides nucléiques, de les vectoriser dans un nombre suffisant de cellules cibles et  de les 
transporter jusqu’au noyau de la cellule.

La  vectorisation  d’acides  nucléiques  est  un  protocole  qui  peut  se  décrire  en  quatre 
principales étapes :

♦ Isoler,  cloner  ou  synthétiser  le  gène  d’intérêt  thérapeutique  ou  d’autres  types  de 
molécules d’acides nucléiques.

♦ Réaliser un vecteur qui aura pour rôle de vectoriser les acides nucléiques dans le noyau 
cellulaire : cette étape est décisive dans l’efficacité du traitement thérapeutique.

♦ Administrer  le  vecteur  au  patient :  trois  principaux  protocoles  sont  actuellement 
possibles : 

o La thérapie génique  ex-vivo : elle consiste à prélever sur le patient les cellules 
cibles, à les modifier génétiquement par transfert d’acides nucléiques, puis à les 
réintroduire  chez le  patient.  Cette  méthode est  utilisée par  exemple pour les 
cellules sanguines qui sont faciles à prélever et à réintroduire. Cependant, ce 
protocole présente des limites pour d’autres types cellulaires qui ne peuvent ni 
être facilement prélevés, ni efficacement réinjectés.

o La thérapie  génique  in  situ :  le  vecteur  d’acides  nucléiques  est  directement 
injecté au sein du tissu cible (injection intra-musculaire, intra-trachéale…)
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o La  thérapie  génique  in  vivo :  le  vecteur  est  directement  injecté  dans  la 
circulation sanguine,  celui-ci  devant  atteindre,  via  la  circulation,  les  cellules 
cibles.

♦ Vérifier l’activité biologique des acides nucléiques transfectés, leur efficacité dans le 
temps, et leur effet thérapeutique.
Actuellement on distingue deux grandes familles de systèmes de vectorisation d’acides 

nucléiques,  les  vecteurs  synthétiques  et  les  vecteurs  viraux.  Ces  derniers  possèdent  de 
nombreux avantages en termes d’efficacité  d’infection des acides nucléiques,  cependant ils 
souffrent de sévères inconvénients. En effet, les vecteurs viraux sont souvent limités par la 
taille du transgène à véhiculer, ils engendrent des réactions immunitaires et certains peuvent 
être pathogènes. D’autre part, leur production est le plus souvent très coûteuse.

Les  vecteurs  synthétiques  ont  connu  un  essor  considérable  depuis  une  quinzaine 
d’années.  En effet,  les  vecteurs synthétiques sont  simples à  élaborer et  peu immunogènes. 
Actuellement, il existe une multitude de vecteurs synthétiques qui sont des dérivés lipidiques 
ou  polymériques.  Au  cours  de  ces  dernières  années,  le  développement  des  vecteurs 
synthétiques  s’est  orienté  vers  l’utilisation  de  polymères  ou  de  lipides,  biodégradables  ou 
possédant des fonctions chimiques naturellement présentes dans la cellule. Pour être efficaces, 
les vecteurs synthétiques doivent répondre à plusieurs critères :

 Protéger les acides nucléiques des attaques enzymatiques des nucléases 
 Empaqueter les acides nucléiques de petites et de grandes tailles
 Simplicité de leur administration
 Stabilité dans les fluides biologiques
 Cibler un type cellulaire spécifique
 Augmenter la transfection des acides nucléiques dans les cellules
 Transport des acides nucléiques jusqu’au noyau
 Libération des acides nucléiques dans la cellule
 Non toxiques, non immunogènes, non pathogènes

Les lipides et les polymères utilisés dans les systèmes de vectorisation sont capables de 
s’assembler  pour  former  avec  l’ADN  des  complexes  vecteur/ADN  appelé  lipoplexes  et 
polyplexes,  respectivement.  Les  propriétés  physico-chimiques  des  complexes  vecteur/ADN 
dépendent principalement du rapport de charges positives/charges négatives et de la structure 
initiale du lipide ou du polymère cationique. En effet, il a été montré qu’il existait une relation 
entre les caractéristiques physico-chimique des complexes (taille, charge de surface, stabilité 
colloïdale,  entre  autres)  et  l’efficacité  de  transfection  de  l’ADN.  Cette  relation 
structure/activité, qui peut varier selon le type de vecteur utilisé, a permis de déterminer les 
paramètres qui contrôlent l’association du vecteur et de l’ADN, la stabilité dans les fluides 
biologiques, et la capacité d’interaction et de franchissement des membranes cellulaires. Ainsi, 
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l’évolution  des  vecteurs  synthétiques  au  cours  de  ces  dernières  années  a  évolué  vers  la 
conception de nouveaux vecteurs.  Les données de la littérature montrent que l’étude de la 
relation structure/activité a été principalement étudiée pour les molécules d’ADN plasmidique. 
Or,  les  mécanismes  d’inhibition  de  l’expression  d’un  gène  ou  de  correction  in  situ d’une 
mutation sur un gène font intervenir des petits fragments d’ARN et d’ADN. Il est aujourd’hui 
nécessaire  de  déterminer  si  ces  petits  fragments  répondent  aux  mêmes  relations 
structure/activité que l’ADN afin de maîtriser leur transfection dans la cellule.

Au niveau des vecteurs synthétiques, trois différents modes d’assemblage du vecteur et 
de  l’ADN ont  été  distingués.  Le  premier  mode  d’assemblage  est  basé  sur  l’utilisation  de 
molécules organiques fortement chargées positivement qui interagissent avec les phosphates de 
l’ADN  chargé  négativement.  Ainsi,  le  vecteur  cationique  et  l’ADN  vont  s’associer  par 
interactions électrostatiques pour former un complexe où l’ADN est dans un état condensé. Le 
deuxième mode d’assemblage consiste à se servir de la molécule d’ADN comme support de 
synthèse  du  vecteur  synthétique.  La  synthèse  du  vecteur  par  réaction  d’oxydation  ou  de 
polymérisation est réalisée dans une solution contenant déjà les molécules d’ADN. Dans ces 
synthèses, l’ADN joue un rôle de catalyseur et de support de la réaction chimique entre les 
molécules initiales. Le vecteur est synthétisé sur mesure, autour de la molécule d’ADN. Enfin, 
le troisième mode d’assemblage fait intervenir un procédé de synthèse dans le but d’encapsuler 
les molécules d’ADN au sein d’une particule constituée d’une paroi, de nature lipidique ou 
polymérique, renfermant un cœur aqueux ou huileux dans lequel l’ADN est solubilisé. Cette 
particule se forme par des procédés d’émulsion qui nécessitent un apport d’énergie extérieur 
(chauffage, agitation mécanique ou magnétique).

Au cours de ma thèse, je me suis intéressée au développement de nouveaux vecteurs 
synthétiques basés sur deux de ces trois différents concepts d’assemblage. 

Ainsi,  une  nouvelle  classe  de  lipides  cationiques  dérivés  de  composés  naturels,  les 
aminoglycosides, a été développée pour le transfert in vitro de petits fragments d’ARN double-
brin dans l’objectif d’induire l’inhibition de l’expression d’un gène. Les propriétés physico-
chimiques des complexes vecteurs/ARN ont été comparées aux complexes vecteurs/ADN, tout 
d’abord en analysant leur taille et leur efficacité de condensation de l’ADN ; puis en étudiant la 
morphologie des complexes formés par microscopie électronique. L’efficacité de transfection 
des dérivés lipidiques d’aminoglycosides a  été  évaluée en fonction de la  quantité  d’acides 
nucléiques et du rapport de charges lipides cationiques/acides nucléiques. Cette étude à permis 
de comparer les relations entre la structure des complexes et leur efficacité de transfection pour 
des complexes formulés en présence d’ADN plasmidique ou de petits fragments ARN. 

Ensuite, une nouvelle classe de polymères amphiphiles, les  copolymères à blocs, a été 
développée pour le transfert de gène  in vivo, dans les cellules de l’épithélium bronchique et 
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alvéolaire  chez  la  souris.  En  effet,  les  vecteurs  synthétiques  actuels  souffrent  d’une faible 
efficacité de transfection in vivo. Il est donc nécessaire de développer de nouveaux systèmes de 
transfections.  Les  premiers  types  de  copolymères  à  blocs  développés,  les  triblocs,  se  sont 
montrés très efficaces pour le transfert d’un gène rapporteur par instillation dans les cellules 
épithéliales des poumons de souris, cependant leur efficacité a été nettement diminuée lors 
d’une administration par aérosolisation. Ainsi, une seconde classe de copolymères à blocs a été 
testée  et  a  conduit  à  une  bonne  efficacité  de  transfection  suite  à  une  administration  par 
aérosolisation, qui est un mode d’administration plus adapté à des applications cliniques.

Dans une troisième partie, j’ai étudié la synthèse de vecteurs synthétiques inorganiques et 
labiles  à  pH  acide.  Les  vecteurs  synthétiques  actuels  sont  principalement  des  molécules 
organiques.  L’utilisation  de  vecteurs  synthétiques  de  nature  inorganique  est  un  concept 
original. Les matériaux inorganiques choisis ont été des hydroxydes double lamellaires (HDL), 
qui sont des feuillets inorganiques chargés positivement. Les HDL ont été réalisées en utilisant 
l’ADN comme support de synthèse afin de générer des complexes hybrides HDL/ADN. Les 
résultats ont montré que les HDL et l’ADN s’organisaient en une structure supramoléculaire 
dans laquelle les molécules d’ADN étaient intercalées entre les feuillets cationiques des HDL. 
Il a été montré qu’en milieu acide ces complexes HDL/ADN avaient la capacité de relarguer 
l’ADN des HDL par hydrolyse des feuillets hydroxydes. De plus, ces nouveaux complexes 
hybrides HDL/ADN ont montré leur capacité d’internalisation dans des cellules HeLa, et les 
expériences ont été réalisées en présence de petits fragments d’ADN et d’ADN plasmidique. 
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LE TRANSFERT D’ACIDES NUCLEIQUESLE TRANSFERT D’ACIDES NUCLEIQUES

II Les différents types d’acides nucléiquesLes différents types d’acides nucléiques    

L’acide désoxyribonucléique (ADN) et l’acide ribonucléique (ARN) sont les deux types 
de molécules d’acides nucléiques présentes au sein d’une cellule. Il est possible d’introduire 
des ADN ou ARN exogènes au sein d’une cellule à l’aide des vecteurs synthétiques, c’est la 
transfection. Les vecteurs synthétiques ont pour rôle d’assembler les acides nucléiques au sein 
d’une structure qui a la capacité de traverser la membrane cellulaire (I). Les acides nucléiques 
exogènes peuvent être utilisés dans des expériences de modification génétique d’une cellule, 
soit pour rétablir l’expression d’un gène, soit pour inhiber son expression.
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 :  Représentation  schématique  du  mécanisme  de  transfection  par  les  vecteurs  synthétiques.  Les  acides  
nucléiques  sont  mélangés aux  vecteurs  synthétiques  pour former  une  structure  supramoléculaire  capable  de  
transfecter les cellules. Une fois dans la cellule, les acides nucléiques sont libérés dans le cytoplasme et sont  
ensuite transporter jusqu’au niveau des ARN messagers ou dans le noyau de la cellule. 

Avant  de  concevoir  un  vecteur  synthétique  efficace  pour  le  transport  des  acides 
nucléiques  jusqu’à  leur  cible,  il  est  important  tout  d’abord  de  comprendre  quels  sont  les 
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caractéristiques des molécules d’acides nucléiques à transporter (taille, morphologie, double- 
ou simple-brin, ADN ou ARN), ainsi que le site de leur activité biologique (cytoplasme ou 
noyau).  Ensuite,  les  différentes  techniques  qui  ont  été  utilisées  pour  des  expériences  de 
transfection  seront  décrites.  Et  enfin,  cette  première  partie  décrit  également  les  différentes 
barrières  biologiques  que  rencontrent  les  vecteurs  synthétiques  et  les  acides  nucléiques  au 
cours de leur transport.

I.1I.1 Rétablir l’expression d’un gèneRétablir l’expression d’un gène          : l’ADN plasmidique: l’ADN plasmidique    

Il est possible de rétablir l’expression d’une protéine en introduisant dans la cellule le 
gène qui code pour cette protéine. Le transgène est introduit dans la cellule à l’aide de vecteurs 
d’expression,  ou  plasmides,  qui  sont  des  molécules  d’ADN  double  brin  circulaires 
superenroulées (Kreiss, 1999). Les plasmides utilisés contiennent généralement :

–  une origine de réplication bactérienne qui permet la production des plasmides dans les 
souches bactériennes.

–  un  gène  dont  l’expression  confère  la  résistance  à  un  antibiotique,  souvent  la 
kanamycine, qui permet le maintien du plasmide dans les bactéries sous pression de sélection.

–  une cassette d’expression, qui contient le transgène thérapeutique dont l’expression est 
contrôlée par un promoteur et par une séquence de terminaison de transcription. 

Le choix du promoteur qui  gouverne l’expression du transgène revêt une importance 
particulière. Les promoteurs viraux, comme le promoteur précoce du virus simien SV40 ou le 
promoteur précoce du cytomégalovirus humain (pCMV) sont caractérisés par un haut niveau 
d’expression constitutive du transgène (Boshart et al., 1985). Alternativement, le choix peut se 
porter sur des promoteurs inductibles, qui placés devant un gène peuvent réguler l’expression 
de ce dernier. Plusieurs systèmes de régulation ont été décrits, dont le système de régulation 
par la doxycycline, appelé système Tet-on (I.1). 
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 : Représentation schématique du système Tet-on réglés par la doxycycline. Le transactivateur rtTA, est sous le  
contrôle  d’un  promoteur  fort  constitutif.  Les  gènes  d’intérêt  sont  placés  sous  le  contrôle  d’un  promoteur  
inductible et un promoteur minimal du cytomégalovirus (CMV), spontanément muet. La transcription est initiée  
en présence de la doxycycline. En fonction de la concentration en doxycycline la transcription est plus ou moins  
induite (extrait de Bohl, 1999).

En présence doxycycline (+Dox), le transactivateur rtTA peut se fixer sur les séquences 
tetO et  initier  la transcription.  Par exemple,  il  a été montré  que l’injection en présence de 
polymères amphiphiles  d’un plasmide codant  pour  l’érythropoietine murine (EPO),  sous le 
contrôle d’un système Tet-on (I.1) permettait de réguler l’expression de l’EPO chez la souris. 
En  présence  de  doxycycline,  l’expression  de  l’EPO  a  été  activée  ce  qui  se  traduit 
physiologiquement par une augmentation du taux d’hématocrite (Richard et al., 2005).

Les  promoteurs  spécifiques  d’un  tissu,  quant  à  eux,  présentent  l’avantage  de  cibler 
l’expression du transgène, par exemple vers les cellules tumorales (promoteur de l’antigène 
carcinoembryonnaire, CEA, ou de l’α-foetoprotéine, AFP), vers les hépatocytes (promoteur de 
la phosphoénolpyruvate carboxylase, PEPCK), vers les cellules musculaires (enhancer de la 
créatine kinase) (Fabre  et al. 2006), ou encore vers les cellules épithéliales (Glasser  et al., 
2000). 

D’autres  promoteurs  proviennent  de gènes  qui  codent  pour  des  protéines  abondantes 
comme les  β-actines (Kosuga  et al., 2000), le facteur d’élongation 1-α (EF-1α) (Gill  et al., 
2001), ou l’ubiquitine (Yew et al., 2001). À ces promoteurs peuvent être ajoutés des éléments 
activateurs,  pour  former  des  promoteurs  dit  composites,  pour  lesquels  l’expression  du 
transgène a été observée jusqu’à plusieurs semaines après l’injection (Yew, 2005). 

Enfin,  des  promoteurs  synthétiques  ont  été  crées  par  l’assemblage  de  séquences  de 
différents  promoteurs  (Edelmann  et  al.,  2000,  Li  et al.,  1999).  Par  exemple,  des  éléments 
muscle-spécifique  provenant  de  quatre  promoteurs  muscle-spécifique  ont  été  aléatoirement 
assemblés pour former de nouveaux promoteurs synthétiques. L’activité de ces promoteurs a 
été  évaluée  pour  chaque  combinaison,  et  a  permis  de  montrer  qu’un  des  promoteurs 
synthétiques a conduit à augmenter de 8 fois l’expression par rapport à un promoteur naturel 
muscle-spécifique (Li et al., 1999).

Les  expériences  de  transfections  nécessitent  une  quantité  minimale  de  copie  d’ADN 
plasmidique contenant le gène d’intérêt.  L’ADN plasmidique qui est généralement amplifié 
dans des bactéries, puis purifié, est ainsi d’origine procaryote et est donc une entité totalement 
étrangère  dans  des  cellules  de  mammifères.  En effet,  on  sait  depuis  plusieurs  années  que 
l’ADN  bactérien  possède  une  puissante  activité  immunostimulatrice.  L’analyse  de  ce 
phénomène a permis de montrer que des petits motifs d’ADN contenant le dinucléotide CpG 
non méthylé (ou « motif CpG ») était responsable de cette activation (Krieg, 2000). En ce qui 
concerne ces motifs CpG, deux différences importantes existent entre l’ADN des mammifères 
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et l’ADN bactérien : premièrement, la fréquence des dinucléotides CpG est fortement réduite 
chez les mammifères par rapport à la fréquence théorique attendue, ce qui n’est pas le cas chez 
les bactéries ; et deuxièmement 70 % des résidus cytosine présents dans un motif CpG dans 
l’ADN des  mammifères  sont  méthylés,  ce  qui  n’est  généralement  pas  le  cas  dans  l’ADN 
génomique bactérien (Imler and Reichhart, 2001). 

 :  Diminution du nombre de  motifs  CpGs dans un plasmide.  Les motifs  CpGs peuvent  être éliminés  de la  
cassette  d’expression  (promoteur,  intron,  transgène,  signal  de  polyadénylation)  et  du  gène  de  résistance  à  
l’antibiotique (KanR),  ne laissant des motifs  CpGs qu’au niveau de l’origine de réplication (extrait de Yew,  
2005).

Il a été montré qu’il est possible de diminuer le pourcentage de CpG dans un plasmide 
par assemblage de fragments d’ADN synthétiques (I.1). Délivré en systémique, ce plasmide a 
permis  une  diminution  de  la  réponse  inflammatoire  aiguë  et  du  niveau  des  cytokines 
proinflammatoires (Yew et al., 2002).

Ainsi, l’efficacité d’expression d’une protéine à partir d’un ADN plasmidique ne dépend 
pas principalement de l’efficacité de la transfection, mais du choix du promoteur et des autres 
constituants du plasmide, ainsi que du contrôle de la présence des motifs CpG.
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I.2I.2 Inhiber l’expression d’un gèneInhiber l’expression d’un gène          : les technologies antisens: les technologies antisens    

L’utilisation de molécules d’acides nucléiques, comme agents inhibiteurs de l’expression 
d’un gène, connaît depuis plusieurs années une forte activité de recherche. En effet, la chimie 
de l’ADN a permis, au milieu des années 1980, de synthétiser des OligoDeoxyNucleotides 
antisens (antisens ODNs) qui ont la propriété d’inhiber spécifiquement l’expression d’un gène 
(Scherrer  and  Rossi,  2003).  Très  rapidement,  au  début  des  années  1990  la  découverte  de 
l’activité  catalytique  d’ARN,  appelés  les  ribozymes,  offrait  une  nouvelle  technologie  pour 
inhiber l’expression d’un gène. Cependant, la plus récente et la plus prometteuse découverte 
dans le domaine de régulation d’un gène, est celle de l’équipe de Andy Fire et Craig Mello en 
1998  chez  Caenorhabditis  elegans qui  ont  montré  qu’un  ARN  double  brin  induisait  la 
dégradation de l’ARNm possédant des séquences complémentaires, par un processus appelé le 
phénomène d’interférence ARN (ARNi) (Fire et al., 1998).

Tous ces processus d’inhibition de l’expression d’un gène utilisent comme molécules 
actives  des  acides  nucléiques,  comme des  ADN ou  des  ARN,  cependant  les  mécanismes 
d’action, l’activité et la spécificité d’inhibition, sont très différents d’une technologie à l’autre.

I.2.aI.2.a Les antisens ODNs, les rybozymes et les DNAzymesLes antisens ODNs, les rybozymes et les DNAzymes    

Les  oligodeoxynucleotides  antisens. Les  antisens  ODNs  sont  des  molécules  d’ADN 
simple brin de 13 à 25 nucléotides qui s’apparient par complémentarité de base avec l’ARN 
messager (ARNm) cible, et inhibe ainsi l’étape de traduction. 

ARNm

ARNm

Synthèse protéique

antisens

Déplacement du ribosome

Inhibition de la synthèse protéique en présence d’antises ODNs :

Expression protéique en absence d’antisens ODNs :

ARNm

ARNm

Synthèse protéique

antisens

Déplacement du ribosome

Inhibition de la synthèse protéique en présence d’antises ODNs :

Expression protéique en absence d’antisens ODNs :

19



GENERALITÉS

 : Inhibition de l’étape de traduction de l’ARNm en présence d’antisens ODNs. Les acides nucléiques antisens  
sont des séquences nucléotidiques complémentaires d’un ARNm. La fixation du fragment antisens empêche le  
déplacement du ribozome sur l’ARNm, bloquant ainsi l’étape de traduction.

L’utilisation des antisens ODNs, possédant des liaisons phosphodiesters, s’est cependant 
avérée  limitée  car  les  ODNs  sont  très  rapidement  dégradés  par  les  endonucléases  et  les 
exonucléases  intracellulaires.  De  plus,  les  produits  de  dégradation  des  oligonucléotides 
phosphodiesters peuvent être toxiques et avoir un effet anti-proliferatif. Ainsi, pour améliorer 
l’efficacité et la stabilité des antisens ODNs plusieurs types de modifications chimiques ont été 
apportées au niveau de certains groupements chimiques (I.2.a-A). La modification chimique la 
plus utilisée est  le remplacement de la liaison phosphodiester,  entre chaque bases, par une 
liaison phosphorothioate (remplacement de l’oxygène libre par un atome de soufre) (Dias and 
Stein, 2002).  

Le  mécanisme  exact  d’inhibition  peut  varier,  en  fonction  du  type  de  modifications 
chimiques, mais il fait généralement intervenir une ribonucléase H (RNase-H), une enzyme 
ubiquitaire  qui  hydrolyse les complexes  ARN/ADN. Ce sont  les  antisens ODNs fortement 
chargés  négativement  (phosphodiesters  ou  les  phosphorothioates)  qui  une  fois  appariés  à 
l’ARNm cible recrutent la RNase-H qui clive l’ARNm (I.2.a-B) (Scherrer and Rossi, 2003).
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 : Modifications chimiques sur les acides nucléiques (Dias and Stein, 2002) et mécanisme d’action des ODNs  
faisant intervenir la RNase-H (Scherrer and Rossi, 2003). (A) Modifications chimiques des phopshodiesters (B) 
La RNase-H est recrutée par les ODNs antisens fortement chargés négativement, comme les phosphorothioates,  
et induit le clivage de l’ARNm.

Les autres ODNs , ne faisant pas intervenir la RNase-H, agissent par un mécanisme de 
blocage stérique qui inhibe la progression de la machinerie de traduction et ils ne sont efficaces 
que lorsque l’ODNs cible la région 5’ ou un codon AUG d’initiation de l’ARNm (Dias et 
Stein).

Les  ribozymes  et  les  DNAzymes. Les  ribozymes  sont  des  molécules  d’ARN,  qui 
présentent  une  activité  catalytique  capable  de  cliver  les  liaisons  phosphodiesters.  Le  site 
catalytique  est  associé  à  des  séquences  complémentaires  d’un  ARNm,  assurant  ainsi  une 
fixation  du  ribozyme  par  complémentarité  des  bases,  puis  le  clivage  de  l’ARNm.  A  la 
différence  des  antisens  ODNs,  les  ARN  ribozymes  peuvent  être  exprimés  à  partir  d’un 
plasmide,  ce  qui  offre  l’avantage  d’une  production  intracellulaire  de  ces  molécules.  Les 
ribozymes jouant le rôle d’enzyme, doivent d’une part se lier à leur substrat qui est l’ARNm, 
mais doivent  ensuite  s’en dissocier pour agir  sur de nouveaux substrats.  Cette  étape serait 
l’étape limitante de l’efficacité des ribozymes. D’autre part, certains ribozymes nécessitent une 
forte concentration en cations divalents pour que leur efficacité de clivage soit maximale, ce 
qui n’est pas compatible avec la concentration intracellulaire (Shih et al., 1999). Alors que les 
études se concentraient sur l’amélioration des propriétés catalytiques des ribozymes, Breaker et 
Joyce ont émis l’hypothèse que l’ARN et l’ADN étant des composés chimiques très similaires, 
les  molécules  d’ADN pouvaient  également  présenter  une  activité  catalytique  similaire  aux 
ARN  (Breaker  and  Joyce,  1995).  Cette  hypothèse  s’est  avérée  correcte  et  se  sont  alors 
développés les DNAzymes, capables de cliver l’ARN. Le mécanisme d’action est basé sur le 
même  principe  que  les  ribozymes  par  appariement  de  l’ARNm  avec  des  séquences 
complémentaires  présentent  sur  la  DNAzyme,  suivi  du  clivage  de  l’ARNm.  Le  coût  de 
synthèse  des  DNAzymes  synthétiques  est  peu  onéreux  et  elles  présentent  d’intéressantes 
propriétés catalytiques, ce qui les rend plus utilisables que les antisens ODNs et les ribozymes 
(Santoro and Joyce, 1997 et 1998).

I.2.bI.2.b RNAiRNAi          : le phénomène d’interférence ARN: le phénomène d’interférence ARN    

La découverte du phénomène d’interférence ARN (ARNi) dans les cellules eucaryotes a 
été  l’un des nombreux succès dans le domaine de la biologie cellulaire  et  moléculaire  ces 
dernières années. Dans la cellule, le phénomène ARNi est un processus naturel, impliqué dans 
la régulation de l’expression des gènes et dans les mécanismes de défense de la cellule contre 
les attaques virales (Fire et al., 1998 ; Hamilton and Baulcombe, 1999 ; Hammond et al. 2000). 
Le potentiel du processus ARNi dans l’inhibition de n’importe quel gène d’intérêt, de manière 
si  efficace  et  spécifique  via  l’utilisation  d’ARN  double  brin  (ARNdb)  de  petite  taille,  a 
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réellement révolutionné la génétique moderne. Ainsi, le rôle cellulaire de chaque gène exprimé 
dans  des  organismes  comme  les  mammifères  a  pu  être  évalué  et  le  processus  ARNi  se 
présenterait, par exemple, comme une alternative aux animaux transgéniques invalides pour un 
gène (« knock-out »). 

Le mécanisme du processus d’ARNi. Le phénomène ARNi a été décrit dans les cellules 
eucaryotes  pour  la  première  fois  par  Andy  Fire  et  Craig  Mello  chez  le  nématode 
Caenorhabditis  elegans (Fire  et  al.,  1998).  En  effet,  ils  ont  observé  que  l’injection  d’un 
ARNdb  induisait  une  dégradation  de  l’ARNm  cytoplasmique  présentant  des  séquences 
complémentaires avec l’ARNdb. Des mécanismes similaires avaient également été décrits chez 
les  plantes,  dans  lesquels  il  avait  été  montré  l’implication  des  ARNdb dans  un  processus 
d’inhibition d’expression de gène, (Hamilton and Baulcombe, 1999 ; Waterhouse et al., 2001 ; 
Fagard et al., 2000). Le phénomène ARNi dans les cellules eucaryotes est un processus qui, en 
général, agit au niveau post-transcriptionnel de l’expression génétique soit en bloquant l’étape 
de traduction soit en dégradant l’ARNm cible. Le mécanisme général du ARNi est décrit par la 
I.2.b (Grünweller and Hartmann, 2005). 

Tout d’abord, le processus ARNi se déclenche par l’entrée d’ARNdb (>30pb) dans la 
cellule, qui sont très rapidement clivés par l’enzyme DICER en petits brins d’ARNdb d’une 
longueur variable de ~21 à 25 pb, appelés siARN (pour « small interferring » RNA) ou miARN 
(« microARN ») matures. 
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 : Schéma général du procédé d’ARN interférence. Les pre-miARN, les shARN, les ARNdb synthétiques et les  
ARNdb (>30pb) sont les substrats de l’endonucléase DICER qui génère les siARN et les miARN matures. Chez  
Drosophila, le complexe RISC se forme et conduit au désappariement des brins sens et antisens des siARN ou  
miARN. Seul le brin antisens reste au sein du complexe RISC. La complémentarité parfaite du brin antisens à  
l’ARNm conduit à la dégradation de ce dernier par Ago2, alors que les brins antisens qui ne sont pas totalement  
complémentaire à l’ARNm conduisent à un arrêt de la traduction (Grünweller and Hartmann, 2005).

Ensuite,  les  deux brins  du  siARN ou du  miARN mature  s’associent  à  un  complexe 
protéique pour former le complexe RISC (pour « RNA-Induced Silencing Complex »). Il y a 
alors désappariement des deux brins du siRNA, et seul le brin complémentaire de la séquence 
de l’ARNm cible, le brin antisens, reste associé au complexe RISC. Ce complexe RISC guide 
le brin antisens jusqu’à l’ARN (ARNm) cible et provoque l’appariement du brin antisens avec 
la séquence de l’ARNm complémentaire.

Les acides nucléiques impliqués dans le mécanisme du processus ARNi, les siARN et les 
miARN, ne proviennent pas de la même source puisqu’ils ne sont pas codés par la même partie 
du génome. Les premiers, miARN, proviennent de gènes endogènes à la cellule qui leurs sont 
propres et dont ils sont les uniques produits (Bartel, 2004 ; Kim, 2005). Les seconds, siARN, 
dérivent de deux sources, exogène ou endogène. La source exogène correspond soit à l’apport 
extérieur d’un ARN double brin par injection expérimentale soit à un apport en provenance de 
génome à ARN double brin de certains virus à ARN. La source endogène correspond à une 
production naturelle par utilisation des parties exoniques (codantes ou non codantes) d’un gène 
plus étendu.

Les miARNs. Les miARNs sont exprimés par le génome de la cellule, transcrits par la 
RNA polymérase II,  et  leurs  transcrits  sont une molécule d’ARN simple brin  de plusieurs 
centaines de nucléotides (I.2.b) (Lee et al., 2004 ; Grünweller and Hartmann, 2005). Ces ARN, 
appelés précurseurs primaires des miARN (miARN-pri), présentent le long de leur séquence 
des  motifs  nucléotidiques  partiellement  complémentaires  qui  les  conduisent  à  adopter  une 
structure  secondaire  en  forme  d’une  longue  épingle  à  cheveux  (Lee et  al.,  2003).  Cette 
structure peut être divisée en trois parties : le « corps » qui est formé des séquences plus ou 
moins  complémentaires,  la  « tête »  (en  forme  de  boucle)  et  les  « jambes »  simple  brin  de 
l’épingle  qui  portent  les  séquences  qui  n’ont  pas  trouvé  de  complémentaires  (I.2.b).  Les 
précurseurs des miARN matures (miARN-pre) sont générés à partir  des miARN-pri  par le 
complexe protéique contenant une endonucléase RNase de type III, la Drosha, qui génère deux 
à  trois  nucléotides  non-appariés  aux  extrémités  du  pre-miARNs  (Lee et  al.,  2002).  La 
particularité  des  miARN  réside  dans  le  fait  que  les  miARN  ne  sont  que  partiellement 
complémentaires à  une  séquence  de  l’ARNm  cible  et,  de  plus,  cette  séquence  cible  est 
généralement située dans la région non-codante en 3’ de l’ARNm. Les miARN n’entraînent pas 
la dégradation de l’ARNm, mais inhibent la traduction (Bartel, 2004) (I.2.b). 
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Le premier miARN a été identifié en 1993, chez le nématode C.elegans, par une équipe 
qui tentait de décrypter les mécanismes moléculaires régissant le développement larvaire de ce 
petit ver (Lee et al., 1993). En effet, le miARN lin-4 est essentiel au développement larvaire, il 
est capable d’inhiber l’expression des protéines LIN-14 et LIN-18, qui sont des inhibiteurs de 
la transition entre deux stades larvaires. L’absence de l’expression du miARN lin-4 conduit à 
un arrêt du développement larvaire de C.elegans. En 2000, un nouveau miARN, le let-7, a été 
identifié  chez  C.elegans ;  il  contrôle la transition entre le  dernier stade larvaire et  la  stade 
adulte (I.2.b) (Reinhart et al., 2000).

Figure 1  : Représentation schématique du miARN human let-7a (Grünweller and Hartmann, 2005).

Le rôle des miARNs dans les organismes étudiés reste versatile puisque les miARN sont 
impliqués  dans  différents  processus  fondamentaux de  régulation  comme le  développement 
larvaire et neuronal chez C.elegans, l’apoptose, la prolifération et le métabolisme des lipides 
chez la Drosophila, et, la différenciation hématopoïétique chez les mammifères. Les différents 
miARN, dont la fonction biologique et/ou les cibles ARNm ont été caractérisées, sont résumés 
dans le tableau suivant.
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Tableau 1 : Exemple de microARN dont la fonction biologique et/ou les cilbes ARNm sont caractérisées  
(extrait de Cavaillé, 2004) 

Identifier le répertoire complet des ARNm cibles des miARN représente un réel défi à la 
fois expérimental et conceptuel, car les appariements imparfaits mis en jeu lors du blocage de 
la traduction sont difficiles à caractériser, de plus un même miARN peut intervenir sur des 
ARNm  différents ;  l’inverse  est  également  vrai,  une  même  région  3’UTR  peut  se  lier  à 
plusieurs  miARN  différents.  La  découverte  des  miARN,  et  plus  généralement  celle  du 
processus ARNi, a révolutionné la vision du contrôle de l’expression des gènes et rappelle que 
l’étude du monde des ARN non codants ne ferait que commencer…

Les shARN. Des siARN synthétiques peuvent être synthétisés de manière endogène à 
partir de vecteur d’expression (plasmide ou virus), ce sont les « short hairpin » ARN (I.2.b). 
Ces  vecteurs  d’expression  possèdent  un  promoteur  dépendant  de  la  RNA-polymérase-III, 
comme le promoteur U6 et H1 (Brummelkamp et al., 2002). Ils sont idéaux pour transcrire des 
petits ARN, car les transcrits ne sont pas modifiés après la transcription. Le transcrit est un 
ARN simple brin, possèdant deux séquences complémentaires (la séquence du brin sens et 
celle du brin antisens), qui par appariement des bases va former un ARN double brin de type 
« épingle à cheveux ». Les shARN sont pris en charge par l’enzyme DICER pour générer des 
siARN matures, puis entrent dans le complexes RISC (Doench  et al.,  2003). Alors que les 
siARN  duplex  synthétiques  n’induisent  qu’une  inhibition  de  l’expression  transitoire,  les 
shARN  permettent  d’obtenir  une  expression  à  plus  long  terme  (Zhang  et  al.,   2005  ; 
Grunweller and Hartmann, 2005).

Les  siRNAs.  Les  siARNs sont  d’origines  diverses,  ils  peuvent  dériver  de  virus,  de 
transposons ou de pseudogène, pour les formes endogènes ; mais ils peuvent également être 
apportés de manière exogène. En effet, les siARN peuvent être introduits expérimentalement 
dans la cellule soit sous forme de siARN synthétiques, appelés les siARN « duplex » (21~25 
pb)  ou  les  ARNdb (>30pb),  qui  sont  les  précurseurs  des  siARN matures  (I.2.b).  Dans  le 
processus ARNi, les siARN sont responsables de la dégradation de leur ARNm cible. Le brin 
antisens du siARN qui reste associé au complexe RISC doit être entièrement (ou à une ou deux 
bases  près)  complémentaire  de  la  séquence  de  l’ARNm. La structure  générale  des  siARN 
matures est représentée sur la  I.2.b, et montre que les siARN consistent en deux brins de 21 
nucléotides parfaitement appariés sur 19 des 21 nucléotides, avec 2 nucléotides non appariés à 
chacune des extrémités 3’-OH de chaque brin du siARN. 
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Figure 2  : Structure  et  propriétés  thermodynamiques  des  siARNs.  Le siARN présente  des  domaines  de 
stabilité thermodynamique différents qui ont un rôle dans l’efficacité du siARN. L’incorporation du  
brin antisens dans le complexe RISC est favorisée par une région (a) stable et une région (b) qui  
n’est pas très stable thermodynamiquement.  (Grünweller and Hartmann, 2005).

Les propriétés thermodynamiques des régions (a) et (b) ont un rôle très important lors 
du processus de sélection du brin restant associé au complexe RISC (Khovorova et al., 2003 ; 
Schwarz et al., 2003). Une bonne stabilité au niveau de la région (a) et une plus faible stabilité 
pour la région (b) favorise l’incorporation du brin antisens dans le complexe RISC. De plus, 
chez Drosophila, il a été montré que la protéine R2D2, se lie préférentiellement à l’extrémité 
du  brin la plus stable, d’où l’importance de la différence de stabilité entre la région (a) et (b). 
En effet,  le  complexe  RISC est  sensible  à  la  force  des  interactions  entre  les  bases  des  4 
dernières bases de la région (b), dans laquelle une simple mauvaise complémentarité entre la 
position 2 et 4 favorise l’incorporation préférentielle du brin antisens. D’autre part, la présence 
d’une majorité de résidus A et U au niveau de la région (c), c’est à dire entre les positions 9 à 
14, augmente l’efficacité des siARN (Khovorava et al., 2003).

Les protéines du processus ARNi. Les protéines DICER présentent un domaine PAZ et 
deux domaines RNaseIII, et se fixent par conséquent préférentiellement aux ARN double brin 
qui  présentent  deux  nucléotides  non  appariés  en  3’  (Carmell  et  al.,  2004).  Les  produits 
catalytiques des DICER sont des ARN d’environ 22 nucléotides. La protéine R2D2 se lie de 
préférence à l’extrémité 5’-phosphate du brin sens (extrémité la plus stable), laissant ainsi la 
place au brin antisens pour s’incorporer dans le complexe RISC (Tomari et al., 2004). R2D2 
est une protéine qui a pour fonction tout d’abord de vérifier « l’asymétrie » thermodynamique 
du siARN, et ensuite qui a pour rôle de guider uniquement le brin antisens dans le complexe 
RISC. Ce dernier est un complexe multi-protéique qui va médier la dégradation des ARNm et 
inhiber leur traduction. Les premières protéines identifiées comme faisant partie du complexe 
RISC ont été Ago2 chez Drosophila (Bernstein et al., 2001 ; Hammond et al., 2001 ; Nykanen 
et al., 2001) ainsi que Ago1 et Ago2 chez l’humain (Martinez  et al., 2002). La composition 
exacte  du  complexe  RISC  demeure  méconnue  et  les  études  à  ce  sujet  se  poursuivent 
activement. Parmis les autres protéines identifiées, il y a deux protéines pouvant lier l’ARN, 
soit la protéine FXR (dFXR) et la protéine VIG (« Vasa Intronic Gene ») chez  Drosophila 
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(Caudy et al. 2002). Le rôle de ces protéines dans la voie de l’ARNi n’est toutefois pas connu. 
Le  complexe  RISC  activé  est  dirigé,  jusqu'à  l’ARNm  cible,  par  le  brin  antisens 
complémentaire. La dégradation de l’ARNm est effectuée par la protéine Ago2 au niveau de la 
partie  centrale  du  brin  antisens  et  l’inhibition  de  l’initiation  de  la  traduction  est  m7G-cap 
dépendante.

Synthèse de siARN synthétiques stables et efficaces. L’efficacité d’un siARN mature 
dépend  de  sa  stabilité  thermodynamique,  et  donc  de  sa  séquence  nucléotidique.  Lors  des 
premières  synthèses  de  siARN  synthétiques,  seuls  quelques  paramètres  étaient  pris  en 
considération, comme la présence de deux nucléotides non appariés en 3’, un contenu en bases 
G/C inférieur à 50% dans les 19 nucléotides de la partie double brin, une recherche de non 
complémentarité du siARN avec le reste du génome et une préférence des régions non codantes 
en 3’ de l’ARNm cible (Elbashir et al., 2002). Cependant, l’accumulation des informations sur 
la  relation  entre  la  structure  et  l’activité  du  siARN  a  fortement  augmenté  le  nombre  de 
paramètres pris en compte. En effet, en plus des paramètres comme le contenu en bases G/C, 
les deux nucléotides non appariées aux extrémités, et une séquence ciblant les régions non 
codantes en 3’ de l’ARNm, la stabilité thermodynamique des différentes régions du siARN, 
décrite dans le paragraphe précédent, vient s’ajouter à tous ces paramètres et rend plus difficile 
la recherche de la séquence du siARN la plus efficace (Mittal  et al., 2004 ; Reynolds  et al., 
2004). 

D’autre  part,  pour  améliorer  les  propriétés  pharmacocinétiques  (stabilité  envers  les 
dégradations nucléolytiques), certaines modifications chimiques ont été apportées au siARN. 
Des modifications  chimiques  aux extrémités  5’  et  3’  du brin  sens  sont  généralement  bien 
tolérées  et  ne  modifient  pas  l’efficacité  d’inhibition  du  siARN.  Plusieurs  types  de 
modifications  chimiques  ont  été  réalisés,  comme  l’ajout  d’un  groupement  methoxy 
(5’-methoxy), d’un groupement amine, ou d’un groupement fluorescéine couplé au phosphate-
5’,  par une chaîne carbonée (I.2.b).  Cependant,  ces mêmes modifications en 5’ sur le brin 
antisens  interfèrent  avec  l’efficacité  des  siARN,  il  est  donc  préférable  de  conserver  une 
extrémité 5’-monophosphate sur ce brin (Nykanen et al. 2001 ; Chiu et al., 2002 ; Schwarz et 
al., 2002 ; Matinez et al., 2002). Des modifications sur ce même brin, mais en 3’, a beaucoup 
moins d’effet sur l’efficacité du siARN, avec l’exception d’un chromophore fluorescent couplé 
en 3’ par une liaison phosphodiester qui diminue l’efficacité du siARN.
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Figure 3 : Exemple de modifications chimiques des siARN en position 5’ du brin sens.

D’autres  modifications  ont  également  été  testées  comme  des  méthylations  (2’-O-
méthylation) ou des substitutions par un atome de fluor sur le carbone en position 2’ (I.2.b). 
Ces deux dernières modifications ont montré qu’elles induisaient une meilleure persistance de 
processus ARNi dans des cellules in vitro. Czauderna et al., ont rapporté que la dégradation des 
siARN  non-modifiés  était  principalement  due  à  l’action  des  endonucléases,  plus  que  des 
exonucléases.  Ainsi,  les  modifications  « 2’-O-méthylation »  placées  sur  des  nucléotides 
internes, à des places choisies, permettraient une meilleure protection des siARN (Czauderna 
et al., 2003). Par contre, une modification de ce type réalisée sur tous les nucléotides internes 
d’un ou des deux brins interfère avec l’efficacité du siARN (Czauderna  et al.,  2003).  Une 
modification très intéressante pour protéger les siARN des dégradations nucléolytiques, est le 
blocage du ribose par un pont  de liaison entre  l’oxygène en position 2’ et  le  carbone C4’ 
(I.2.b).  Cette  modification  donne  des  résidus  appelés  LNA  pour  « Locked  Nucleic  Acid 
residues » qui présentent une meilleure stabilité thermodynamique et sont nettement plus stable 
en présence de différents sérums (veau, humain ou de souris), tout en conservant une activité 
d’inhibition. La modification de type LNA favoriserait la complexation au niveau du complexe 
RISC du brin qui ne porte pas la modification, indiquant qu’il  est préférable de placer ces 
modifications sur le brin sens (Elmen et al., 2005).
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Figure 4 : Exemple de modification chimique des siARN sur le carbone en position 2’.

Enfin,  Soutschek  et  al. ont  synthétisé  un  siARN  dirigé  contre  l’ARNm  de 
l’apolipoprotéine  B.  Ces  siARN  ont  été  modifiés  chimiquement  par  conjugaison  d’un 
groupement cholestérol à l’extrémité 3’ du brin sens (chol-siARN). In vitro, le chol-siARN ne 
présente  pas  de  différence  significative  d’efficacité  par  rapport  à  un  siARN  non  modifié 
(Soutschek  et  al.,  2004).  Les  auteurs  ont  ensuite  montré  qu’après  une  injection  dans  la 
circulation sanguine, l’internalisation du chol-siARN a été observée dans différents organes 
comme le foie, le jéjunum (partie du petit intestin), le cœur, les reins, les poumons et les tissus 
graisseux ;  alors  que les mêmes expériences réalisées avec un siARN ne contenant  par un 
groupement cholesterol n’ont pas conduit à l’internalisation de siARN dans différents organes. 
Le chol-siARN a induit à une diminution des niveaux d’ARNm en apolipoprotéine B de plus 
de 50% dans le foie et de 70% dans le jéjunum. Cette diminution a conduit à une réduction du 
taux de cholestérol dans le sang, pour atteindre un taux comparable à celui observé chez des 
souris dont le gène de l’apolipoprotéine B a été supprimé (Soutschek et al., 2004).

La plupart de ces études, incluant l’effet des modifications sur l’efficacité des siARN ont 
été réalisées sur des cellules en culture. La question est de savoir si ces relations modifications 
chimiques/activité sont également valables pour des études in vivo. Par exemple, il a été montré 
qu’un siARN modifié par remplacement du groupement hydroxyle de la pyrimidine en position 
2’ par un atome de fluor (I.2.b) permettait d’augmenter le temps de demi-vie de ce siARN dans 
le plasma humain (Layzer et al., 2004). Cependant, ces propriétés ne se sont pas traduites par 
une augmentation de l’activité d’inhibition ou de la durée d’inhibition par rapport à un siARN 
non modifié. A l’inverse, dans une étude très récente Morrissey et al. ont montré qu’un siARN 
« hyper-modifié » (contenant plusieurs types de modifications sur le même siARN) induisait 
une meilleure efficacité d’inhibition (Morrissey et al., 2005). 
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Des  études  in  vivo plus  poussées  seraient  vraiment  nécessaires  pour  comprendre 
comment  augmenter  les  propriétés  pharmaco-cinétique  et  pharmaco-dynamique  par  des 
modifications chimiques des siARN en dehors d’un aspect de formulation.

Les ARN doubles brins et la réponse interféron. La réponse d’interféron dans une cellule 
est un système de défense naturel contre les infections virales. Elle se déclenche quand un 
ARN double-brin, qui est produit par une réplication virale, active un complexe qui contient 
une  protéine  kinase  et  un  signal  de  transduction (PKR).  Ceci  conduit  à  l’activation  d’une 
cascade  de  signaux responsable  de la  sur-expression  de  plusieurs  gènes  impliqués  dans  la 
réponse  interféron  (Moss  and  Taylor,  2003).  PKR  est  responsable  également  de  la 
phosphorylation de eIF2α,  un facteur  de transcription,  qui  stoppe la  synthèse protéique en 
général. Ainsi, quand la réponse interféron est suffisamment activée, les cellules cessent de 
proliférer, ce qui conduit éventuellement à l’apoptose puis la mort la cellulaire (Stark  et al., 
1998). Bien que les siARNs soient des ARN double-brin il a longtemps été suggéré qu’ils ne 
déclenchaient pas de réponse interféron dans les cellules, de part leur petite taille (~21 pb) 
(Moss and Taylor, 2003). Cependant, deux récentes études ont montré que les siARN, en plus 
d’inhiber  l’expression  du  gène  contre  lequel  ils  étaient  dirigés,  activaient  également  les 
composants  de  la  réponse  interféron  (I.2.b)  (Moss  and  Taylor,  2003 ;  Sledz  et  al.,  2003 ; 
Bridge et al., 2003). 

 Certains gènes impliqués dans la réponse interféron ont été sur-exprimés aussi bien suite 
à la transfection de siARN synthétiques  que de shARN produit par des vecteurs d’expression 
(Sledz  et al., 2003). Ces résultats sont en accord avec une autre étude, qui a montré que le 
complexe PKR possédait deux copies de domaines de liaison à l’ARN double-brin (comme 
chez les protéines DICER) (Bevilacqua et al., 1998).
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Figure 5 : Effets spécifiques et/ou non spécifiques des siARN. Les siARN internalisés dans une cellule sont  
pris en charge par la machinerie cellulaire de l’ARNi. Cependant, il se pourrait qu’ils activent la  
voie de la réponse interféron par interférence avec le complexe PKR (Moss and Taylor, 2003). 

Néanmoins, sur les différents siARN synthétiques testés, tous n’activent pas la réponse 
interféron,  ce  qui  montre  qu’elle  dépend  de  la  séquence  du  siARN et  de  la  méthode  de 
transfection de siARN (Moss and Taylor, 2003 ; Bridge  et al., 2003). D’autre part, ces deux 
études  ont  montré  que  l’augmentation  de  la  quantité  de  siARN  délivrée  dans  la  cellule 
amplifiait l’activation de la réponse interféron. L’hypothèse émise est, qu’en présence d’un 
vecteur d’expression synthétisant des shARN, la machinerie d’ARNi est saturée, laissant ainsi 
s’accumuler des shARN libres.

I.2.cI.2.c Avantages et inconvénients des technologies «Avantages et inconvénients des technologies «          antisensantisens          »»    

Devant l’engouement de la technologie du processus ARNi, il s’agit de faire le point sur 
la place actuelle des premières technologies antisens comme les antisens ODNs, les ribozymes 
et les DNAzymes, comparée à celle du ARNi.

L’ARNi  est  un  processus  dans  lequel  les  siARN  ciblent  les  ARNm  au  niveau  du 
cytoplasme  des  cellules,  ce  qui  explique  qu’ils  n’ont  pas  la  capacité  d’inhiber  des  ARN 
purement nucléaires. Les ribozymes et les antisens ODNs, au contraire, peuvent être conçus 
pour cibler des parties introniques ou des ARN nucléaires. Mais pour la plupart des séquences, 
le ciblage de l’ARNm au niveau cytoplasmique peut être suffisant pour inhiber l’expression 
d’un gène. Ensuite, les siARN présentent l’avantage par rapport aux autres technologies d’une 
très bonne efficacité d’inhibition pour de faibles concentrations que celles utilisées pour les 
autres  agents  antisens.  Cependant,  il  n’y  a  pas  été  publié  de  comparaison  directe  entre 
l’efficacité  des  siARN,  des  ribozymes  ou  des  DNAzymes.  Les  différents  avantages  et 
inconvénients présentés par chaque technologie antisens sont résumés dans le I.2.c ci-dessous.
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Tableau 2  : Tableau comparatif des avantages et inconvénients des technologies antisens (Scherrer and 
Rossi, 2003).

D’une manière générale, l’inconvénient majeur des technologies antisens est l’inhibition 
non spécifique d’autres gènes dans la cellule (« Off target effects », I.2.c). Effectivement, il est 
possible que les acides nucléiques antisens se fixent de manière non-spécifique sur un ARNm 
non ciblé, entraînant une inhibition non souhaitée d’une protéine. Par exemple, il a été montré 
dans la technologie des antisens ODNs, que la RNAse-H pouvait cliver des ARN non ciblés du 
fait que l’appariement de six ou sept bases successives entre l’ODN et l’ARN étant suffisant 
pour déclencher la réaction de clivage de l’ARN (Scherrer and Rossi, 2003). Les ribozymes 
sont par contre plus sensibles et l’inhibition non spécifique n’est par leur inconvénient majeur 
(I.2.c). En ce qui concerne les siARN, il est aujourd’hui trop tôt pour dresser des conclusions 
sûres de l’inhibition non-spécifique des siARN, mais ce point est un des axes de recherche qui 
doit  être  approfondi.  Par  rapport  aux  autres  technologies  antisens,  les  siARN  présentent 
l’avantage d’être efficaces pour de faibles concentrations.

I.3I.3 Modifier ou corriger l’expression d’un gèneModifier ou corriger l’expression d’un gène          ::    

Dans les cas de mutation ponctuelle d’un gène, une des stratégies envisagées, consiste à 
corriger  in situ  la séquence mutée et rétablir ainsi une expression correcte du gène. En effet, 
plusieurs  techniques  ont  été  développées  et  consistent  à  introduire  des  oligonucléotides 
capables de se fixer spécifiquement  à la séquence cible,  puis  d’intervertir  une partie de la 
séquence contenant la mutation avec une séquence correcte.

I.3.aI.3.a Les SFHRLes SFHR    

Des  petits  fragments  homologues  de  remplacement  (SFHR :  « Small  Fragment 
Homologous  Replacement »)  sont  impliqués  dans  une  stratégie  de  correction  du  gène  qui 
consiste à introduire dans la cellule des petits fragments d’ADN double-brin ou simple-brin 
(SDF : « Small DNA Fragments »), dont la taille ne dépasse pas 1 kb. Ces SDF ont été utilisés 
pour modifier  in situ la séquence du gène muté, aussi bien dans des cellules humaines que 
murines (Goncz  et al.,  2001 et 1998 ;  Kaspa  et al.,  2001 et 2002 ;  Colosimo  et al.,  2002 ; 
Bruscia  et al. 2002). Les SDF utilisés contiennent des séquences d’ADN, non-codantes, qui 
s’apparient avec la séquence homologue située sur le gène d’intérêt, et échangent la séquence 
endogène avec la séquence exogène apportée par le SDF (I.3.a). Le mécanisme d’échange des 
séquences  n’a  pas  été  clairement  défini,  cependant  il  agirait  de  manière  similaire  aux 
mécanismes de la recombinaison homologue et/ou des voies de réparation de l’ADN. 
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Figure 6  : Représentation schématique de l’échange entre la séquence des SDF et du gène endogène. Les 
SDF  s’apparient  avec  la  séquence  pour  laquelle  ils  sont  dirigés  et  conduisent  à  un  échange  
homologue entre leur séquence et la séquence mutée.

Les SFHR ont  montrés  leur  efficacité  dans plusieurs  études  pour  la  correction de la 
mutation  ΔF508  du  gène  codant  pour  le  canal  CFTR  (« Cystic  Fibrosis  Transmembrane 
conductance Regulator »),  impliquée dans la maladie de la  mucoviscidose (Gruenert  et al., 
1998 ;  Gruenert  et al.,  1999 ;  Gruenert  et al.,  2003 ;  Goncz  et al.,  1998 ;  Sanguiolo  et al., 
2002). La mutation ΔF508 est la mutation la plus fréquemment associée à la mucoviscidose 
(Kerem et al., 1989 ; Tsui et al., 1992) et la correction de cette mutation in situ présente une 
intéressante  approche  thérapeutique.  Ces  études  ont  montré  que  les  SFHR  ont  conduit  à 
l’échange entre la séquence génomique mutante et la séquence génomique de type sauvage 
apporté par les SFHR, suite à l’introduction de petits fragments d’ADN (491/488 nucléotides) 
dans des cellules épithéliales en culture (Goncz  et al., 1998). Une étude  in vivo a également 
montré que les SFHR ont conduit à la correction du gène endogène CFTR chez la souris dans 
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le  poumon  et  les  intestins  (Goncz  et  al.,  2001).  Des  analyses  genotypiques  (ARNm)  et 
phénotypiques (transport de l’ion chlore) ont pu montré que la modification induite par les 
SFHR  avaient  une  fréquence  d’occurrence  de  1  à  10%  dans  les  cellules  transfectées. 
Cependant, dans cette étude il n’a pas été précisé la stabilité à long terme des SFHR suite à la 
transfection des SFHR par des vecteurs synthétiques.

I.3.bI.3.b Les chiméraplastesLes chiméraplastes    

Les chiméraplastes, appelés également oligonucléotides chimériques ARN/ADN, ont été 
conçus pour cibler une séquence spécifique homologue et induire la correction  d’une seule 
base au niveau d’un site spécifique (Rando, 2002 ; Bartlett  et al., 2000 ; Bertoni and Rando, 
20002 ; Thorpe  et al., 2002 ; Colosimo  et al. 2002). Les chiméraplastes sont des molécules 
simple  brin  constituées  d’environ 70 à  80 bases.  L’appariement  du  chiméraplaste  et  de  la 
séquence cible, est représentée sur la I.3.b avec le gène de la dystrophine et son chiméraplaste 
associé. La séquence du gène de la dystrophine sauvage est soulignée sur la I.3.b-A et présente 
un codon CAA qui se traduit en une glutamine, alors que le gène muté présente un codon TAA 
qui se traduit en un codon stop (Rando et al., 2000). La séquence du chiméraplaste (I.3.b-B) 
contient une région de mutation de 6 nucléotides ADN complémentaire de la séquence cible 
(TTGTTG), sauf pour le site de mutation qui n’est pas complémentaire, encadrée par deux 
blocs  d’une  dizaine  de  nucléotides  chacun  de  résidus  ARN  modifiés  (ARN  2’-O-méthyl) 
également  complémentaires  à  la  séquence.  La  modification  chimique  des  résidus  ARN 
correspond à une méthylation sur le carbone en position 2’, qui apporte une protection contre 
les nucléases. Le chiméraplaste adopte une structure secondaire (I.3.b-B) qui lui apporte une 
stabilité  chimique et  thermique et  également  une résistance aux hélicases et  aux nucléases 
(ARN et ADN). Après appariement entre le chiméraplaste et le gène (I.3.b-C), sauf pour le site 
d’échange où il n’y a pas appariement, l’échange entre les deux bases se fait pas un mécanisme 
similaire au mécanisme endogène de réparation de l’ADN (Rando et al., 2000).
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Figure 7  : Séquence de la dystrophine et de son chiméraplaste associé. Les bases A,C,T et G en majuscules  
sont des nucléotides ADN et celles en minuscules sont des ARN. L’appariement entre les séquences 
du chiméraplaste et du gène (C) sont représentés par les barres verticales. Le point de mutation est  
situé au niveau du T souligné et du G surligné (C). (Rando et al., 2000).

Des études réalisées sur des models dystrophiques du chien et de la souris ont montré que 
l’injection des  chiméraplastes  dans  les  tissus  musculaires  a  conduit  à  une réparation de la 
mutation du gène de la dystrophine avec une fréquence de 2 à 10 % respectivement. De plus, la 
protéine dystrophine qui est synthétisée dans ces muscles est entière (pas de forme tronquée) et 
fonctionnelle (Barlett et al., 2000 ;  Rando et al., 2000).

I.3.cI.3.c Le saut d’exonLe saut d’exon    

Le saut d’exon est une technique qui intervient au niveau de l’épissage de l’ARN pré-
messager, à la différence des SFHR et des chiméraplastes qui agissent au niveau de l’ADN 
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génomique. Chez le modèle dystrophique de la souris (mdx), l’exon 23 présente une mutation 
ponctuelle qui code pour un codon stop. Le mécanisme du saut d’exon (I.3.c) est basé sur 
l’utilisation d’un oligonucléotide antisens (ARN synthétique) qui va se fixer spécifiquement 
sur l’exon 23, porteur de la mutation, de l’ARN pré-messager du gène de la dystrophine. Ainsi, 
la présence de l’antisens va au cours de l’épissage de l’ARN pré-messager, produire un ARN 
messager dont l’exon 23 sera absent. La mutation sur l’exon 23 code pour un codon stop qui 
produit une protéine dystrophine tronquée et non fonctionnelle. En l’absence de l’exon 23, le 
codon stop  disparaît  et  la  protéine  dystrophine  synthétisée  est  plus  courte  que  la  protéine 
sauvage,  mais  elle  est  fonctionnelle.  La  présence  de  protéine  dystrophine  tronquée  est 
d’ailleurs observée chez une forme moins sévère de la maladie, la myopathie de Becker. Les 
patients atteints de la myopathie de Becker expriment une protéine tronquée qui garde une 
partie de ses fonctionnalités.  

Figure 8 :  Le  saut  d’exon  chez  les  souris  modèle  Duchenne.  Le  saut  d’exon  consiste  à  fixer  un 
oligonucléotides antisens sur l’exon 23, avant l’épissage de l’ARN pré-messager. La présence de  
l’antisens va au cours de l’épissage de l’ARN pré-messager, produire un ARN messager dont l’exon  
23 est absent. Le codon stop, présent sur l’exon 23 chez le modèle de souris de la dystrophie de  
Duchenne,  est  ainsi  supprimé  et  l’ARNm  permet  de  produire  une  protéine  tronquée,  mais  
fonctionnelle (http://www.afm-france.org/).

Différentes études ont testé l’effet du saut d’exon par des oligonucléotides antisens ARN 
aussi bien in vitro (Mann et al., 2001 ; McClorey et al., 2005) qu’in vivo (Goyenvalle  et al., 
2004 ;  McClorey  et  al.,  2005).  Les  expériences  ont  montré  que  la  transfection  sur  des 
myoblastes  en  culture  (Mann  et  al.,  2001 ;  Aartsma-Rus  et  al.,  2002)  et  l’injection 
intramusculaire  chez  la  souris  (Goyenvalle  et  al.,  2004 ;  Mann  et  al.,  2001),  des 
oligonucléotides  antisens  ARN  ont  conduit  à  l’expression  de  la  protéine  dystrophine 
fonctionnelle. Le groupe de Partridge a montré qu’après une seule injection intramusculaire 
d’oligonucléotides antisens ARN (dirigé contre l’exon 23), l’expression de la dystrophine était 
rétablie dans une large partie des fibres musculaires et  persistait  jusqu’à 12 semaines et  la 
quantité de protéine exprimée représentait environ 20% de la quantité de protéine exprimée 
dans une souris normale (Lu et al., 2005 ; Lu et al. 2003). 
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IIII Les techniques de transfert d’acides nucléiquesLes techniques de transfert d’acides nucléiques    
Les acides nucléiques présentés dans le paragraphe précédent sont actifs dans la partie 

nucléaire pour l’ADN plasmidique et dans le cytoplasme pour les siARN, c’est pourquoi la 
première étape limitante est le transfert de ces molécules au sein de la cellule.

Les techniques de transfert d’acides nucléiques,  in vivo ou  in vitro,  peuvent être sub-
divisées en deux catégories : 1) l’utilisation de vecteurs biologiques naturels, c’est le transfert 
de gène viral, qui est basée sur le phénomène naturel de « l’infection » des cellules par des 
virus, appelés vecteurs viraux ; et 2) les techniques utilisant soit des approches chimiques ou 
physiques pour la « transfection » du matériel génétique. Le matériel génétique peut également 
être injecté directement, sans l’aide de vecteur, c’est la transfert « d’ADN nu » (Lechardeur et 
al., 1999 ; Mehier-Humbert et al., 2005 ; Wolff et al., 1991 ; Sebestyen et al., 2006).

II.1II.1 L’injection d’ADN nuL’injection d’ADN nu    

De part sa nature polyanionique, on a longtemps pensé que l’ADN ne pouvait pénétrer 
passivement à travers la membrane cellulaire, elle-même relativement anionique. Mais depuis 
les  années 1990,  diverses  expériences  d’injection directe  in  situ d’ADN ont  démontré  une 
expression du gène dans plusieurs tissus (muscle cardiaque, muscle squelettique, cerveau) (Lu 
et al., 2003 ; Jayankura et al., 2003). Cependant, l’injection intramuscullaire d’ADN nu reste 
faiblement efficace, car moins de 1% de la dose injectée est internalisée par les cellules. De 
plus, cette expression reste très localisée au niveau du site d’injection. Récemment, l’injection 
hydrodynamique rapide (5-8 secondes), d’un grand volume (1,6 ml) d’une solution d’ADN nu 
dans  la  veine  caudale,  l’artère  fémorale  et  iliaque  d’une  souris,  a  permis  d’obtenir  une 
expression du transgène non négligeable  dans  divers organes (Niidome and Huang,  2002 ; 
Budker et al., 2000 ; Zhang et al. 2001 ; Liu and Huang, 2001).

Cependant,  comparée  aux  autres  techniques  de  transfert  de  gènes,  l’expression  du 
transgène reste assez faible (Niidome and Huang, 2002).

II.2II.2 L’utilisation de techniques mécaniques ou physiquesL’utilisation de techniques mécaniques ou physiques    

Les techniques mécaniques
La micro-injection. La micro-injection est la méthode la plus directe pour introduire des 

molécules d’acides nucléiques dans le cytoplasme ou le noyau des cellules, cependant elle se 
limite à une application in vitro. C’est un procédé réalisé sur une seule cellule à la fois utilisant 
une  micro-pipette  en verre,  un  micro-injecteur  et  un système qui  contrôle  précisément  les 
mouvements de la micro-pipette. Le matériel génétique est administré à la cellule à travers la 
micro-pipette par une pression hydrostatique. Cette technique a été utilisée avec succès pour la 
première fois en 1980 (Capecchi, 1980) et est aujourd’hui la technique la plus couramment 
utilisée  pour  produire  les  animaux  transgéniques  (Gordon  et  al.,  1980 ;  Auerbach,  2004 ; 
Uchida et al., 2001 ; Hofmann et al., 2004).
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La propulsion de particules : « Gene gun ». Cette technique a été utilisée en 1987 pour le 
transfert  de  gène  dans  des  cellules  d’origine  végétale,  et  s’est  étendue  aux  cellules  de 
mammifères  dans  les  années  1990.  Les  molécules  d’ADN sont  précipitées  sur  des  micro-
particules (1-1,5 µm) de métaux lourd, qui sont propulsées dans la cellule cible sous l’effet 
d’un  arc  électrique.  Deux  systèmes  sont  actuellement  commercialisés :  Accell  gene  gun 
(Agracetus, Inc., Middleton, WI, USA) et l’Helios gene gun (BioRad Laboratories, Hercules, 
CA, USA). L’application majeure de cette technique est le transfert de gène dans l’épiderme de 
la peau (Eisenbraum  et al., 1993). Elle a également montré son efficacité dans des organes 
comme le foie ou le cerveau (Yoshida et al. 1997 ; Sato et al., 2000).

Les techniques physiques
L’électroporation. L’électroporation est une technique qui consiste à appliquer un champ 

électrique contrôlé, après une injection d’ADN nu. Le champ électrique est appliqué au niveau 
du tissu cible à l’aide de deux électrodes, liées à un générateur, et placées de part et d’autre de 
celui-ci. Durant la période d’exposition au champ électrique, la membrane des cellules devient 
plus perméable aux molécules exogènes telles que l’ADN, et permet ainsi son internalisation. 
L’électroporation  s’est  montrée  efficace  pour  le  transfert  de  gène  dans  différents  organes 
comme le muscle, la peau, le foie et les tumeurs (Mehier-Humbert et al., 2005).

La sonoporation. Cette technique est basée sur le même principe que l’électroporation, 
mais le champ électrique est remplacé par une irradiation aux ultra-sons. Une augmentation de 
l’expression du transgène a été observée lors de l’irradiation aux ultra-sons d’un tissu, après 
une injection d’une solution d’ADN. En effet, les ultra-sons, associés à une solution qui génère 
des microbulles, sont capables comme pour l’électroporation, d’augmenter la perméabilité des 
membranes cellulaires à des macromolécules comme l’ADN (Miller, 2000).

La magnétofection. La magnétofection est une méthode récente (Scherer, 2002) qui est 
basée sur l’association de nanoparticules d’oxyde de fer avec l’ADN et son vecteur (chimique 
ou viral). Les nanoparticules de fer sont enrobées d’un polymère et une fois associées à l’ADN 
et son vecteur, elles sont concentrées au niveau des cellules cibles par la force d’un champ 
magnétique externe. Cette technique est donc une amélioration des procédures de transfection 
utilisant des vecteurs viraux ou chimiques.

II.3II.3 Les vecteurs virauxLes vecteurs viraux    

Les virus, de part leur longue évolution, représentent des outils de choix pour le transfert 
d’acides nucléiques. Ils pénètrent spécifiquement et efficacement dans de multiples cellules en 
utilisant  divers  mécanismes  (Whittaker,  2003).  Ensuite,  ils  s’approprient  la  machinerie 
cellulaire  pour  exprimer  leur  patrimoine  génétique  et  se  multiplier  afin  d’infecter  d’autres 

39



GENERALITÉS

cellules.  Cependant, les virus sauvages ne peuvent servir  directement à des expériences de 
transfert d’acides nucléiques, car la plupart d’entre eux sont pathogènes et dangereux. Afin de 
devenir  un  vecteur  non-pathogène,  le  virus  est  modifié  par  génie  génétique.  La  partie 
infectieuse de son patrimoine génétique est  retirée et  remplacée par  le  gène thérapeutique. 
Toutefois, le virus conserve les nombreuses structures qui lui permettent d’infecter une cellule 
(protéines  de  l’enveloppe,  protéines  fusogènes,  par  exemple).  Ces  particules  virales  non-
pathogènes ont été utilisées pour de nombreuses applications in vivo et suivant le type de tissus 
ou de cellules ciblées, différents vecteurs ont été utilisés (Kay, 2001). Les vecteurs viraux sont 
classés en deux grands groupes : ceux qui intègrent leur patrimoine génétique à l’ADN de la 
cellule hôte (virus adénoassociés et rétrovirus) et ceux qui ne l’intègrent pas (adénovirus et 
virus herpétique) (Ruitenberg et al., 2002 ; Lai et al., 2002 ; Buchschacher, 2001).

Les  vecteurs  viraux  possèdent  de  nombreux  avantages  pour  le  transfert  d’acides 
nucléiques.  Leur  succès dans les protocoles de transfert  de gène repose sur  leur important 
potentiel de transfection  in vivo. Cependant, ils souffrent de sévères inconvénients. En effet, 
l’intégration d’un transgène  de grande taille  est  difficile,  certains engendrent  des réactions 
immunitaires,  d’autres  peuvent  redevenir  pathogènes  après  mutagenèse,  et  enfin,  leur 
production et leur manipulation sont compliquées et coûteuses.

II.4II.4 Les vecteurs non-virauxLes vecteurs non-viraux    

Les vecteurs non-viraux, appelés également  vecteurs synthétiques, sont des molécules 
généralement  cationiques de nature lipidique ou polymérique,  capables d’interagir  avec les 
charges négatives des acides nucléiques. Ces complexes « vecteurs/acides nucléiques »  sont 
pour la plupart d’entre eux très efficaces in vitro, mais leur efficacité in vivo reste assez faible. 
Ces complexes se présentent généralement sous forme de sphères d’un diamètre allant d’une 
vingtaine  de  nanomètres  à  plusieurs  micromètres  et  peuvent  être  chargés  positivement  ou 
négativement ou bien être neutre. Par ailleurs, il est très difficile de comparer les différents 
vecteurs synthétiques entre eux car leur efficacité de transfection et leur toxicité dépendent de 
nombreux paramètres tels que la structure chimique du vecteur, la formulation des complexes 
vecteur/acides nucléiques et la nature de la transfection (in vitro / in vivo).

Cependant, ces vecteurs ont le grand avantage d’être simples à élaborer et à utiliser, peu 
coûteux, et ils sont avant tout peu immunogènes. En effet, ils n’ont pas de risque de virulence 
puisque  ce  sont  des  particules  inertes ;  de  plus,  les  recherches  se  sont  concentrées  sur 
l’utilisation de molécules naturelles telles que des lipides ou des polymères.

Les vecteurs synthétiques présentent un potentiel prometteur dans le domaine du transfert 
d’acides  nucléiques.  Le  dernier  paragraphe  de  cette  partie  est  entièrement  consacré  à  la 
description des différentes approches de conception d’un vecteur synthétique.
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IIIIII Les barrières biologiques dans la vectorisation synthétique :Les barrières biologiques dans la vectorisation synthétique :    
En l’absence de vecteurs synthétiques, les acides nucléiques présentent une forte densité 

de charge négative qui empêche leur passage à travers la membrane cellulaire hydrophobe. 
L’association  des  acides  nucléiques  avec  des  vecteurs  synthétiques  chargés  positivement 
permet de diminuer cette densité de charge négative, et de faciliter le passage à travers les 
membranes  cellulaires  (Roth  and Sundaram,  2004).  L’internalisation des  acides  nucléiques 
dans  la  cellule  se  déroule  en  plusieurs  étapes :  (1)  le  trafic  extracellulaire  des  complexes 
jusqu’aux cellules ; (2) l’adhésion des complexes à la surfaces des cellules ; (3) l’entrée des 
complexes dans la cellule ; (4) la libération du matériel génique dans le cytoplasme ; (5) le 
transport  du matériel  génétique jusqu’au noyau ;  (6) l’entrée du matériel  génétique dans le 
noyau. 

L’efficacité  de  la  transfection  repose  tout  d’abord  sur  la  capacité  des  vecteurs 
synthétiques utilisés à franchir chacune de ces étapes tout en préservant l’activité biologique du 
matériel génétique transporté. Les principales étapes du trafic extracellulaire et intracellulaire 
des complexes sont schématisées en III.
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Figure 9  : Le trafic extracellulaire et intracellulaire des complexes vecteurs/acides nucléiques.

Les voies d’internalisation des complexes vecteurs synthétiques/acides nucléiques ont été 
principalement étudiées pour des vecteurs synthétiques comme les lipides cationiques et les 
polymères cationiques.

III.1III.1 Le trafic extracellulaireLe trafic extracellulaire    

Les composants du milieu extracellulaire
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Un ADN plasmidique ou des acides nucléiques de type ARN, non protégés, sont très 
rapidement dégradés en quelques minutes par la présence des RNases et des DNases présentes 
dans l’espace extracellulaire. Les vecteurs synthétiques ont pour premier rôle de compacter 
l’ADN  dans  des  structures  supramoléculaires,  bloquant  ainsi  l’accès  des  enzymes 
nucléolytiques  aux  acides  nucléiques.  Pour  cette  raison,  le  vecteur  synthétique  doit  être 
chimiquement stable contre des attaques enzymatiques ou chimiques.

La formation des lipoplexes et des polyplexes est entièrement dirigée par l’entropie du 
système et les interactions électrostatiques, entre les charges positives du vecteur et les charges 
négatives des acides nucléiques. Pour cette raison, la stabilité du complexe vecteur/ADN est 
très sensibles aux divers composés chargés et la concentration en sels présents dans les fluides 
biologiques.  En  effet,  les  interactions  entre  l’ADN  et  le  vecteur  sont  affaiblies  pour  des 
concentrations en sels croissantes, le vecteur perd ainsi son rôle de protection de l’ADN contre 
les attaques enzymatiques (Kang et al., 2005). D’autre part, il a été montré que des complexes 
présentant une charge globale neutre formaient, dans des conditions de concentrations en sels 
physiologiques,  des  agrégats  qui  sont  généralement  inefficaces  pour  le  transfert  de  gènes 
(Pitard et al., 2001). Par contre, des complexes qui présentent une charge globale positive sont 
stables colloïdallement dans les mêmes conditions. Cependant, une adsorption de l’albumine 
ou d’autres protéines chargées négativement sur ces complexes chargés positivement peut être 
responsable d’une agrégation qui conduit rapidement à une prise en charge des complexes par 
les cellules phagocytaires (Kang et al., 2005). Des complexes chargés positivement injectés par 
voie intramusculaire  interagissent  très rapidement  avec les  charges négatives de la  matrice 
extracellualire, composée de protéoglycanes, ce qui limite leur pouvoir de diffusion et empêche 
les complexes d’atteindre les cellules.

Ainsi, les principales barrières que les complexes rencontrent sont les concentrations en 
sels, la présence de protéines, circulantes ou de surface, chargées négativement et la présence 
des macrophages.

Comment générer des complexes «     furtifs     » dans des fluides biologiques  
Il est possible de greffer sur les vecteurs synthétiques des polymères hydrophiles comme 

le  poly(éthylène-glycol)  (PEG)  qui  ont  pour  rôle  de  stabiliser  les  complexes  contre  les 
inactivations  dues  aux  protéines  chargées  négativement.  Trois  possibilités  s’offrent  aux 
vecteurs :  soit  le  PEG est  greffé  directement  sur  le  vecteur,  soit  le  PEG est  greffé  après 
complexation du vecteur avec les acides nucléiques, soit au moment de la formulation le PEG 
est ajouté comme stabilisateur colloïdal (Pitard et al., 2001 ; Ogris et al., 1999 ; Kircheis et al. 
1999). 

Les PEG sont des molécules hydrophiles et non immunogènes. Le recouvrement de la 
surface des complexes par des PEG crée un réseau hydrophile dense autour de ces particules. 
La  morphologie  qu’adoptent  ces  polymères  (PEG)  est  variable  (brosse,  champignon)  et 
l’enrobage qui en résulte crée une barrière stérique entre la particule et le milieu qui l’entoure 
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(III.1).  Cet  enrobage  stérique  et  hydrophile  empêche  toutes  interactions  hydrophobes  ou 
électrostatiques et entraîne une diminution des phénomènes d’adsorption ou d’adhérence des 
constituants sanguins sur les particules.

Polymères hydrophiles

Erythrocytes

Protéines anioniques

Le bouclier créé par les polymères hydrophiles permet de masquer les charges positives et de 
diminuer les interactions avec les composants anioniques du milieu extra-cellulaire. 
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Complexes vecteur/ADN

Chaînes hydrophile de PEG 
greffées sur le vecteur cationique

Polymères hydrophiles

Erythrocytes

Protéines anioniques

Le bouclier créé par les polymères hydrophiles permet de masquer les charges positives et de 
diminuer les interactions avec les composants anioniques du milieu extra-cellulaire. 
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Complexes vecteur/ADN

Chaînes hydrophile de PEG 
greffées sur le vecteur cationique

Figure 10 :  Effet  des  polymères  hydrophiles  sur  la  biodisponibilité.  Les  chaînes  hydrophiles  de  PEG 
s’orientent vers la périphérie du complexe et forme un bouclier, permettant de masquer les charges  
positives des complexes.

Il  a  été  montré  que  le  greffage  de  polymères  hydrophiles  PEG  sur  les  polymères 
cationiques a permis d’augmenter le temps de circulation des polyplexes dans le sang, par 
rapport à des polyplexes ne présentant pas de PEG (Merdan et al., 2005 ; Oupicky et al., 2002). 
De plus, les polyplexes présentant des groupements hydrophiles ont une meilleure solubilité 
dans l’eau et augmente la viabilité des cellules après transfection  et permet en plus de formuler 
des complexes à de fortes concentrations en ADN (Lee and Kim, 2005 ; Kang et al., 2005).

III.2III.2 Adhésion des complexes à la membrane cellulaireAdhésion des complexes à la membrane cellulaire    

L’une des première hypothèse émise pour l’entrée des complexes dans la cellule était par 
fusion  membranaire  entre  les  complexes  et  la  membrane  cellulaire  (Felgner  et  al.,  1987). 
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Cependant, de plus récentes expériences ont démontré que ces complexes entraient dans la 
cellule  par un processus d’endocytose (Wattiaux  et al.,  2000 ;  Conner  and Schmid,  2003). 
Ainsi, les vecteurs synthétiques interagiraient avec des composants de la membrane cellulaire 
présents sur la face extracellulaire. Les interactions peuvent être de deux types : interactions 
non-spécifiques ou interactions ligand-récepteur.

Les intéractions non spécifiques avec la membrane des cellules
Les  complexes  vecteurs  synthétiques/acides  nucléiques  formés  à  partir  de  lipides 

cationiques ou de polymères cationiques présentent généralement une charge globale positive. 
Ainsi,  ces  complexes  interagissent  avec  la  membrane  cellulaire  qui  présente  des  protéines 
anioniques.  Ces  protéines  anioniques  de  la  surface  de  la  membrane  cellulaire  sont  des 
protéoglycanes  du type  sulfate  d’héparine  (HSPGs) impliquées  dans  de multiple  processus 
d’adhésion  et  de  reconnaissance cellulaire.  Les  protéoglycanes sont  formées  par  un  noyau 
protéique sur lequel se lient une ou plusieurs glycosaminoglycanes sulfatées. Les principaux 
glycosaminoglycanes présents sont l'acide hyaluronique, le chondroïtine-sulfate, le dermatane-
sulfate, l'héparane-sulfate, l'héparine, le kératane-sulfate (Medina-Kauwe et al., 2005).

Par  exemple,  Mislick  et  Baldeschwieler  ont  montré  que  le  polymère  cationique 
polylysine, complexé à l’ADN avec un rapport de charges (amine/phosphate) +/- supérieur à 1, 
a conduit à une transfection et une expression du gène optimales, alors que des rapports de 
charges inférieurs  à  1  ont  conduit  à  des niveaux de transfection plus  faibles  (Mislick and 
Baldeschwieler,  2005).  Le rôle  des  protéoglycanes  dans  le  processus  de  transfection  a  été 
examiné en utilisant des inhibiteurs des glycosaminoglycanes. Le traitement des cellules avec 
du chlorure de sodium, qui empêche la sulfatation des glycosaminoglycanes, a montré que la 
transfection était inhibée de manière dose-dépendante, et que le niveau d’expression du gène 
était diminué de 70% comparé aux cellules non traitées. De plus, le traitement des cellules avec 
des lyases glycosaminoglycanes, comme l’héparinase II et la chondroitinase ABC, a conduit à 
une diminution de l’expression de 70% et de 20%, respectivement. Ces expériences ont montré 
l’importance des protéoglycanes dans l’efficacité de transfection des polyplexes (Baeurle et al., 
1996).

Les  lipoplexes  seraient  également  internalisés  dans  la  cellule  après  interactions 
électrostatiques avec les protéoglycanes. En effet, Mounkes et al. ont démontré que des cellules 
Raji qui n’exprimaient pas les protéoglycanes ne pouvaient être transfectées par des lipoplexes 
(Mounkes et al., 1998). Il a également été montré que l’efficacité de transfection dépendait de 
la charge positive du lipoplexe (Zabner et al. 1995 ; Labat-Moleur et al. 1996). 

Des expériences d’inhibition de l’expression de ces protéines par action enzymatique ou 
métabolique ont permis d’établir une relation entre l’efficacité de transfection et la présence de 
ces protéines (Mislick and Baldeschwieler, 1996). En effet, de nombreux travaux réalisés en 
présence de différents lipides sur différentes lignées cellulaires, ont permis de montrer que les 
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lipoplexes  seraient  majoritairement  internalisés  dans  la  cellule  par  endocytose  après 
intéractions électrostatiques avec la membrane plasmique (Watanabe et al., 1994 ; Friend et al., 
1996). 

Interactions ligand-récepteur
Le ciblage cellulaire peut être réalisé par injection directe dans l’organe considéré ou par 

l’association du vecteur  avec  des  ligands  spécifiques qui  sont  reconnus par  des récepteurs 
présents  à  la  surface  des  membranes  cellulaires.  Ce  ciblage  permet  de  concentrer 
spécifiquement les complexes sur la cellule cible et d’augmenter la possibilité d’internalisation 
du  transgène  à  condition  que  la  formation  du  complexe  ligand-récepteur  induise  une 
internalisation cellulaire du complexe. 

A ce jour, de multiples vecteurs lipidiques ou polymériques couplés à divers ligands ont 
été synthétisés et évalués in vitro et in vivo (Anwer et al., 2000 ; Ren et al., 2001 ; Roth and 
Sundaram, 2005). Quelques exemples de ligands, de structures (principalement des protéines) 
et de types cellulaires qui représentent des cibles sont répertoriés dans le III.2 suivant.

Hépatocytes
Hépatocytes
Cellules dendritiques
Erythroblastes, cellules hématopoïétiques
Cellules tumorales
Cellules épothéliales, fobroblastes et cellules 
endothéliales
Cellules neuronales

Asialoglycoprotéine
Galactose
Mannose
Transferrine
Acide folique
RGD (arginine-glycine-acid 
aspartique)
Neurotensine

Récepteur asialoglycoprotéine
Récepteur au galactose
Récepteur au mannose
Récepteur à la transferrine
Récepteur au folate
Intégrine
Récepteur NTRH (Recepteur 
à la Neurotensine de haute 
affinité)

Tissus ou cellules ciblesLigandStructure ciblée

Hépatocytes
Hépatocytes
Cellules dendritiques
Erythroblastes, cellules hématopoïétiques
Cellules tumorales
Cellules épothéliales, fobroblastes et cellules 
endothéliales
Cellules neuronales

Asialoglycoprotéine
Galactose
Mannose
Transferrine
Acide folique
RGD (arginine-glycine-acid 
aspartique)
Neurotensine

Récepteur asialoglycoprotéine
Récepteur au galactose
Récepteur au mannose
Récepteur à la transferrine
Récepteur au folate
Intégrine
Récepteur NTRH (Recepteur 
à la Neurotensine de haute 
affinité)

Tissus ou cellules ciblesLigandStructure ciblée

Tableau 3  : Exemple de différents récepteurs présents à la surface des cellules pouvant faire l’objet d’un  
ciblage spécifique (inspiré de Kang et al., 2005).

Les vecteurs synthétiques présentent l’avantage de pouvoir être modifiés chimiquement, 
ainsi il  est assez facile d’imaginer différentes stratégies pour rendre un vecteur synthétique 
spécifique à un type cellulaire en fixant par liaison covalente le ligand sur le vecteur (Kang et 
al., 2005). Les différentes stratégies de fixation d’un ligand sur un polymère sont représentées 
par les III.2 et la III.2 : le ligand peut être fixé directement sur le polymère ou sur les chaînes 
hydrophiles que présente le polymère avant la complexation avec les acides nucléiques (III.2). 
Cette stratégie est avantageuse car la fixation du ligand sur un polymère cationique est assez 
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facile à mettre en œuvre par des synthèses chimiques simples, cependant il est possible qu’une 
partie des ligands se retrouvent piégés à l’intérieur du complexe (Kang et al., 2005).

Polymères 
cationiques

Ligands Polymères cationiques 
fonctionnalisés

ADN 
plasmidique

Polyplexes 
fonctionnalisés

Polymères cationiques

à chaînes hydrophiles 

Polymères cationiques 
hydrophiles fonctionnalisé

Polyplexes hydrophiles 
fonctionnalisés

Polymères 
cationiques

Ligands Polymères cationiques 
fonctionnalisés

ADN 
plasmidique

Polyplexes 
fonctionnalisés

Polymères cationiques

à chaînes hydrophiles 

Polymères cationiques 
hydrophiles fonctionnalisé

Polyplexes hydrophiles 
fonctionnalisés

Figure 11 : Fixation du ligand sur le polymère avant la complexation avec les acides nucléiques. Le ligand 
peut être fixé par liaison covalente sur le polymère cationique ou sur les chaînes hydrophiles que  
présente le  polymère cationique.  Après complexation,  les ligands se présentent  à  la  surface des  
complexes (extrait de Kang et al., 2005).

Il est également possible de fixer le ligand après la complexation du polymère avec les 
acides nucléiques (III.2). 

Polyplexes
cationiques

Ligands Polyplexes cationiques

Polyplexes hydrophiles
Polyplexes hydrophiles 

fonctionnalisés

Polyplexes
cationiques

Ligands Polyplexes cationiques

Polyplexes hydrophiles
Polyplexes hydrophiles 

fonctionnalisés

Polyplexes
cationiques

Ligands Polyplexes cationiques

Polyplexes hydrophiles
Polyplexes hydrophiles 

fonctionnalisés
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Figure 12 : Fixation du ligand sur le polymère après la complexation avec les acides nucléiques. Le ligand 
est fixé après formation des complexes entre le vecteur cationique et les acides nucléiques. (extrait de  
Kang et al., 2005).

Cette  stratégie  permet  de  maximiser  le  nombre  de  ligands  présents  à  la  surface  du 
complexe, et d’augmenter ainsi la biodisponibilité des ligands à leurs récépteurs (Kangs et al., 
2005). Dans ce cas le ligand peut être fixé par un système d’interactions biospécifiques du type 
biotine-avidine à la place de la conjugaison chimique (Kang et al., 2005).

III.3III.3 Entrée des complexes dans la celluleEntrée des complexes dans la cellule    

Les  macromolécules  peuvent  entrer  dans  la  cellule  par  différentes  voies  comme  la 
phagocytoses,  la  macropinocytose  (III.3),  la  micropinocytose  et  l’endocytose  clathrine-
dépendante ou cavéole-dépendante (III.3) (Mukherjee et al 1997 ; Conner and Schmid, 2003 ; 
Medina-Kauwe et al., 2005). 

La  plupart  des  complexes  récepteur-ligand  entrent  dans  la  cellule  par  endocytose 
clathrine-dépendante  (Dechecchi  et  al.,  2000).  La  liaison  récepteur-ligand  entraîne  une 
accumulation localisée de la clathrine qui conduit à une invagination de la membrane créant 
ainsi  un  puits  appelé  « coated  pits »,  recouvert  de  clathrine,  qui  forme  des  vésicules 
d’endocytose recouvertes de clathrine (III.3). Les vésicules sont ensuite débarrassées de leur 
habillage de clathrine par une enzyme ATP-dépendante, transformant ainsi les vésicules en 
endosomes précoces. L’endocytose cavéole-dépendante est également induit par une fixation 
d’un  ligand  sur  son  récepteur.  Ce  type  d’endocytose  conduit  à  la  formation  de  vacuoles, 
appelées cavéoles, de 50 à 100 nm enrichies en cholestérol et sphingolipides, et caractérisées 
par la présence de la cavéoline (III.3) (Medina-Kauwe et al., 2005). Les cavéoles internalisent 
généralement de larges complexes moléculaires, des toxines,  des bactéries et  certains virus 
(Parton and Richards, 2003). Par exemple, il a été montré que le transport direct du virus SV40 
de la membrane plasmique au réticulum endoplasmique utilise la voie d’entrée par endocytose 
cavéole-dépendante (Cohen et al., 2004). Après internalisation, le virus est retrouvé dans des 
vésicules endosomales marquées à la cavéolines, les cavéosomes. A partir des cavéosomes, les 
substances internalisées sont distribuées au niveau du réticulum endoplasmique, de l’appareil 
de Golgi et peut-être dans d’autres compartiments (Pelkmans and Helenius, 2002).
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Figure 13  : Représentation schématique de l’endocytose clathrine-dépendante et cavéole-dépendante, et de  
la micropinocytose (Extrait de Conner and Schmid, 2003).

La micropinocytose (III.3) est une endocytose non spécifique qui donne la formation de 
vésicules de 150 nm de diamètre.

Les autres types d’endocytoses sont représentés sur la  III.3. Les larges particules sont 
généralement  endocytées  par  phagocytose  ou  macropinocytose,  alors  que  les  plus  petites 
molécules ou particules sont endocytées par micropynocytose ou l’endocytose clathrine- ou 
cévéole-dépendantes.  La phagocytose correspond à un processus d’internalisation de larges 
complexes comme des bactéries et forme des vacuoles de plus de 500 nm de diamètre. Elle est 
déclenchée par une reconnaissance ligand-récepteur, qui conduit à la formation d’expansions 
membranaires qui entourent la particule à internaliser. Les phagosomes fusionnent ensuite avec 
les  lysosomes pour donner des  phagolysosomes.  La macropinocytose forme également  des 
vacuoles, les macropinosomes, très hétérogènes (de 0,5 à 500 µm) et de grande taille. Comme 
pour la phagocytose, ces vacuoles se forment par extensions membranaires.

 

Figure 14  : Représentation schématique des endocytoses par phagocytose et macropinocytose.

Dans le cas des lipoplexes, l’endocytose se ferait principalement par phagocytose (Labat-
Moleur et al., 1996). En effet, l’utilisation d’un inhibiteur de la phagocytose, la cytochalasine 
B (Pratten and Lloyd, 1986) a conduit à une diminution de l’efficacité de transfection. D’autre 
part, d’autres études ont montré que l’endocytose par pinocytose et par endocytose clathrine 
dépendantes était également une voie utilisée par les lipoplexes (Zabner  et al., 1995 ; Labat-
Moleur et al., 1996 ; Zuhorn et al., 2002).

Les  polyplexes  sont également internalisés majoritairement par pinocytose (Mislick  et 
al. 1996 ;  Bieber  et al.,  2002).  Cependant,  des études ont  montré  que l’internalisation des 
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polyplexes se faisait par phagocytose et par endocytose clathrine-dépendante (Erbacher et al. 
1999).

III.4III.4 Libération du matériel génétiqueLibération du matériel génétique    

Une  fois  internalisés,  les  lipoplexes  et  les  polyplexes  se  retrouvent  piégés  dans  les 
endosomes dits précoses. L’échappement des complexes des endosomes représente une étape 
limitante  dans le  processus de  transfection et  en particulier  pour  les  veteurs  présentant  un 
ligand (Medina-Kauwe et al., 2005). En effet, il a été montré que des vecteurs possédant un 
ligand présentaient un important niveau d’internalisation des complexes, pourtant l’efficacité 
de transfection restait faible. Dans ce cas, l’efficacité de transfection a pu être améliorée par 
adjonction  au  milieu  de  culture  de  chloroquine,  une  molécule  déstabilisant  les  endosomes 
permettant un éclatement des vésicules (Mislick et al., 1995 ; Zatloukal, 1992).

Pour  les  lipoplexes  un  mécanisme  de  fusion  membranaire  entre  le  liposomes  et  la 
membrane des endosomes est un mécanisme qui a permis d’expliquer la sortie des lipoplexes 
des endosomes. La déstabilisation initiale liée à la fusion des deux membranes est une étape 
cruciale qui explique l’emploi courant de lipides fusogènes. En effet, les lipides cationiques 
sont  très  souvent  formulés  sous  forme  de  liposomes  en  présence  du  lipide  neutre  di-
oléoylphasphatidyléthanolamie  (DOPE)  qui  présente  des  propriétés  fusogènes.  Ce  pouvoir 
fusogène est lié aux changements morphologiques (passage d’une phase lamellaire à une phase 
hexagonale inverse) initiés par l’acidification. En effet, à pH neutre et acide la DOPE adopte 
une  géométrie  cylindrique  et  conique,  respectivement  (Hafez  and Cullis,  2001).  Ainsi,  les 
lipoplexes  contenant  de  la  DOPE  peuvent  passer  d’une  phase  lamellaire  à  une  phase 
hexagonale inversée (Koltover et al., 1998 ; Allen et al., 1990) qui, de part l’instabilité créée, 
fusionne rapidement  avec la  membrane des endosomes et  relarge l’ADN. D’autre  part,  un 
mécanisme de fusion membranaire et de relargage de l’ADN a été proposé et est  basé sur 
l’habilité des phospholipides à passer d’une membrane à l’autre (flip-flop) (Fattal et al., 1994 ; 
Medina-Kauwe et al., 2005). Dans ce modèle, représenté par la III.4, les lipoplexes internalisés 
dans les endosomes (1) déstabilisent la membrane des endosomes, et induisent le « flip » des 
lipides anioniques de la face cytoplasmique vers la face interne des endosomes (2). Les lipides 
anioniques forment des paires d’ions neutres avec les lipides cationiques des lipoplexes (3), ce 
qui conduit au relargage de l’ADN dans le cytoplasme (4) (Devaux et al., 1992).

Dans  le  cas  des  polyplexes,  l’échappement  des  endosomes  a  été  expliqué  par  un 
mécanisme  de  « l’éponge  à  protons »  qui  caractérise  certains  polymères.  En  effet,  les 
polymères  comme  le  PEI  ou  le  dendrimètre  poly(amidoamine)  (PAM)  possèdent  des 
groupements amines non protonés à pH physiologique, ce qui permet de tamponner le milieu 
acide des endosomes. Or les endosomes possèdent des pompes à protons ATPase dépendantes 
dont le rôle est d’acidifier l’intérieur du compartiment.
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Figure 15  : Fusion membranaire entre un liposome et la membrane des endosomes. Les lipoplexes endocytés 
déstabilisent la membrane des endosomes en induisant un « flip » des lipides anioniques de la face  
cytoplasmique vers la  face interne des endosomes (2)  Les  lipides anioniques forment des paires  
neutres avec les lipides cationiques (3) ce qui permet à l’ADN d’être libéré dans le compartiment  
cytoplasmique (Medina-Kauwe et al., 2005).

La  présence  d’amines  protonnées  ayant  un  rôle  de  tampon  va  s’opposer  à  cette 
acidification sans pour autant pouvoir arrêter le fonctionnement de la pompe à protons ; ceci 
conduit à une hypertonicité endosomale, à une entrée importante d’eau puis à la rupture de la 
membrane endosomale, libérant ainsi les polyplexes dans le cytosol (Behr et al., 2002, Kichler 
et al., 2001). Il a d’ailleurs été montré que l’utilisation de la bafilomycine A1, un inhibiteur des 
pompes à protons des vésicules, empêche la transfection en présence de PEI de manière type 
cellulaire-dépendant (Kichler et al., 2001).

III.5III.5 Le transport cytosolique et l’entrée nucléaireLe transport cytosolique et l’entrée nucléaire    

L’ADN libéré dans le compartiment cytosolique peut-être libre ou toujours complexé à 
son vecteur. Le cytosquelette permettrait un transport actif de l’ADN dans le cytoplasme. En 
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effet, il a été rapporté que le cytosquelette serait impliqué dans le transport de vésicules le long 
de microtubes ou de microfilaments d’actine, de la périphérie cellulaire vers la région péri-
nucléaire (Godbey et al., 1999 ; Wiethoff and Middaugh, 2003).  L’importation nucléaire des 
molécules  d’ADN par  les  pores  nucléaires  est  possible  pour  des  petits  fragments  d’ADN 
puisque les pores nucléaires permettent le passage de molécules dont le poids moléculaire est 
<40 kDa. Par exemple, dans des expériences de transfection d’ODNs antisens, le transport 
nucléaire se fait généralement par les pores nucléaires (Roth and Sundaram, 2004). Pour les 
lipoplexes et les polyplexes, et en particulier les longs fragments d’ADN, il a été montré que 
l’entrée de l’ADN se faisait au moment de la rupture des membranes des noyaux lors de la 
division cellulaire. Il a en effet été montré que la transfection des cellules qui sont en phase S 
ou G2 avait conduit à une amélioration de l’efficacité de transfection (Brunner et al., 1995).

IVIV Critères de développement d’un vecteur synthétique Critères de développement d’un vecteur synthétique     
La vectorisation d’acides nucléiques en utilisant les vecteurs synthétiques doit répondre à 

plusieurs critères pour donner de bonne efficacité de transfection. Les paragraphes précédents 
ont montré que les vecteurs synthétiques devaient être capables de vectoriser différents types 
d’acides nucléiques à travers plusieurs barrières biologiques. Ces éléments nous ont permis de 
résumé de manière non exhaustive les différents critères qui doivent être pris en compte pour le 
développement de nouveaux vecteurs :

 Simplicité, facilité, et faible coût de synthèse du vecteur synthétique
 Purification simple et biocompatible 
 Complexation de plasmide de grande taille
 Facilité d’administration
 Protection des acides nucléiques
 Stabilité des complexes en présence de sérum
 Ciblage des cellules d’intérêt
 Efficacité d’internalisation
 Echappement endosomal
 Transport nucléaire
 Désassemblage des complexes
 Possibilité de maîtriser l’amplitude de la réponse biologique en fonction de 

la dose injectée
 Transfection des cellules non prolifératives
 Non toxique
 Non-immunogène et non-pathogène
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Ces différents critères permettent de comprendre les différentes étapes que constitue le 
développement d’un vecteur synthétique. Par exemple, les deux premiers points concernent le 
procédé chimique de synthèse du vecteur synthétique : la synthèse de la molécule doit être 
simple, reproductible, et peu couteûse. Ensuite, les quatre critères suivants font appel à l’étude 
physico-chimique des complexes vecteur/ADN formés.  Cette étude est  primordiale car elle 
permet  de  déterminer  la  structure  supramoléculaire  des  complexes,  et  d’en  déduire  des 
relations  de  structure/activité,  qui  sont  nécessaires  pour  mieux  comprendre  les  paramètres 
impliqués dans l’étape de transfection (taille, charge…). Enfin, les derniers points font appel à 
la  structure  moléculaire  du  vecteur.  Par  exemple,  le  ciblage  cellulaire,  l’échappement 
endosomal, le désassemblage des complexes dans la cellule, sont des critères qui peuvent être 
améliorés  en  apportant  des  fonctions  sensibles  au   pH,  ou  en  introduisant  des  fonctions 
biodégradables, ou naturellement présentes dans la cellule.

Le développement de nouveaux vecteurs synthétiques doit donc émerger d’une stratégie 
qui  vise  à  remplir  au  maximum les  critères  cités  ci-dessus,  en apportant  des  groupements 
chimiques nouveaux, et des structures moléculaires originales capables de vectoriser l’ADN, 
dont les propriétés peuvent changer en fonction du stimulus intracellulaire. 
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VECTEURS SYNTHETIQUESVECTEURS SYNTHETIQUES          : LES DIFFERENTS: LES DIFFERENTS      
CONCEPTSCONCEPTS

Le développement des vecteurs synthétiques pour la vectorisation d’acides nucléiques a 
donné naissance à de nombreux vecteurs de nature chimique différente. Il  ne s’agit  pas de 
décrite dans cette partie une liste exhaustive de tous les vecteurs jusqu’à présent synthétisés 
mais plutôt de décrire les stratégies qui ont été élaborées pour créer de nouveaux vecteurs 
synthétiques. Elles ont pu être classées en trois concepts différents, qui consistent soit  1)  à 
produire  des  molécules  capables  de  s’auto-assembler  avec  les  acides  nucléiques,  soit  2) à 
utiliser l’ADN comme support de synthèse du vecteur synthétique, soit  3)  à faire appel à un 
procédé de synthèse par émulsion capable d’encapsuler l’ADN. 

II L’auto assemblage des acides nucléiques et des vecteursL’auto assemblage des acides nucléiques et des vecteurs      
cationiquescationiques

Dans la cellule, il existe des molécules qui sont capables d’interagir naturellement avec 
les acides nucléiques et de les condenser, avec l’exemple du rôle physiologique des protamines 
au niveau des spermatozoïdes, qui est de se fixer à l'ADN, pour former une structure compacte 
et de le délivrer dans le noyau après fertilisation (Oliva, 2006). Ainsi, la première stratégie 
mise au point pour le développement des vecteurs synthétiques a été de mimer les situations 
qui existent naturellement dans la cellule, comme la condensation des molécules d’ADN par 
les protamines, qui sont des molécules chargées positivement. Cependant, il fallait créer un 
système qui soit capable de traverser les membranes lipidiques. Ainsi, les premiers vecteurs 
synthétiques développés ont  fait  appel à des molécules organiques cationiques,  divisées en 
deux grandes classes, les lipides et les polymères cationiques.

I.1I.1 Les lipides cationiquesLes lipides cationiques    

La découverte du premier lipide cationique pour le transfert d’acides nucléiques dans les 
cellules  de  mammifères  a  été  suivie  par  la  synthèse  d’un  très  grand  nombre  de  lipides 
cationiques (Liu  et al., 2003 ; Miller, 2003 ; Ilies  et al., 2002). Ces lipides diffèrent par leur 
structure moléculaire.
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I.1.aI.1.a Structure de lipides cationiquesStructure de lipides cationiques          ::    

Les  lipides  cationiques  sont  des  molécules  amphiphiles  et  chargées  positivement  qui 
contiennent trois domaines fonctionnels : une tête polaire, une partie hydrophobe et un bras 
espaceur qui relie les deux premières parties. 

♦ La tête polaire est la partie du lipide qui porte les charges positives, et peut être 
mono- ou polycationique,  c’est  à  dire,  qui  présente  une ou plusieurs  fonctions 
protonables à pH physiologique.

♦ Le bras espaceur, dont la taille et la nature de ses fonctions influencent la stabilité 
et la biodégradabilité du lipide.

♦ La partie hydrophobe, est composée soit de deux chaînes aliphatiques, soit d’un 
groupement cholestérol.

                

Tête polaire

Partie hydrophobePartie hydrophobe Partie hydrophilePartie hydrophileEspaceurEspaceur

Groupement hydrophobe Tête polaire

Partie hydrophobePartie hydrophobe Partie hydrophilePartie hydrophileEspaceurEspaceur

Groupement hydrophobe Tête polaire

Partie hydrophobePartie hydrophobe Partie hydrophilePartie hydrophileEspaceurEspaceur

Groupement hydrophobe

Figure 16  :  Structure  schématique  des  lipides  cationiques.  Les  lipides  cationiques  sont  constitués  de  3  
parties : la tête polaire qui porte les charges positives, le bras espaceur  qui peut être utilisé pour  
introduire dans les lipides des fonctions biodégradables, et la partie hydrophobe qui généralement  
constituée de deux chaînes aliphatiques ou d’un groupement cholestérol.

Les  lipides  cationiques  ont  été  classés  en  différentes  catégories  (Zhang,  2004) :  les 
lipides cationiques  monocationiques, les lipides cationiques  polycationiques et les dérivés du 
cholestérol.

Lipides  cationiques  monocationiques. C’est  l’équipe  californienne  de  Felgner  qui  a 
développé le premier vecteur lipidique cationique synthétique appelé  DOTMA (chlorure de 
dioleyloxypropyltrimethyl-ammonium) (Felgner  et  al.,  1987).  Dans ce  lipide  cationique,  la 
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charge  positive  de  la  tête  polaire  est  portée  par  l’amine  quaternaire,  liée  à  deux  chaînes 
aliphatiques insaturées par une liaison éther (I.1.a).  Un autre lipide cationique,  le  DOTAP 
(méthylsulfate de dioléylloxypropyl-triméthylammonium) est un analogue du DOTMA où les 
chaînes aliphatiques sont liées à l’amine quaternaire par une liaison ester (I.1.a).

Lipides  polycationiques. Peu  de  temps  après,  en  1989  sont  apparus  les  lipides 
polycationiques. Plusieurs charges positives ont été introduites au niveau de la tête polaire afin 
d’augmenter  la  densité  de  charges  positives,  facilitant  ainsi  la  condensation  des  acides 
nucléiques  (Berh  et  al.,  1989).  Dans  le  but  de  générer  des  lipides  peu  toxiques  ou 
biodégradables,  plusieurs équipes ont  cherché à introduire  au niveau de la  tête polaire des 
composés polycationiques naturels. C’est l’équipe française du Pr. J.P. Behr qui a mis au point 
le  premier  lipide  polycationique,  le  DOGS (dioctadécylamine-glycine-spermine),  où  la 
spermine, une polyamine, est un composé naturel (I.1.a). Les nombreuses amines protonées de 
la spermine permettent une meilleur compaction des acides nucléiques et la liaison peptidique, 
au niveau du bras espaceur, est une liaison métabolisable par la cellule (Berh et al., 1989). Un 
autre  lipide  polycationique  connu  est  le  DOSPA (2,3-dioléyloxy-N-2-(spermine-
carboxamido)éthyl-N,N-diméthyl-1-propanammonium)  commercialisé  sous  le  nom  de 
Lipofectamine®  lorsqu’il  est  mélangé  à  la  DOPE (dioléoylphosphatidyléthanolamine) 
(Hawley-Nelson et al., 1993). La Lipofectamine® est utilisée in vitro pour la transfection de 
très nombreuses lignées cellulaires stables et de cultures cellulaires primaires et présente une 
efficacité supérieure par rapport aux lipides monocationiques.

Les dérivés du cholestérol. Plus récemment, plusieurs équipes ont développé des lipides 
dérivés  du  cholesterol,  mono  ou  polycationiques.  Le  cholestérol  facilite  la  fusion  avec  la 
membrane plasmique des cellules et permet ainsi une meilleur entrée cellulaire des vecteurs 
(Chen et Rand, 1997). Le premier dérivé cationique du cholestérol a été le  DC-Chol (3[N-
(N’,N’-diméthylaminoéthane)-carbamoyl]cholesterol),  un  lipide  monocationique  (Gao  and 
Huang,  1991  et  1995).  Cependant,  la  plupart  des  dérivés  du  cholestérol  développés  sont 
aujourd’hui polycationiques, avec l’exemple du cholestéryl-spermine, commercialisé sous le 
nom de Transfectall® (Moradpour  et al.,  1996) et le  GL67 (Lee  et al.,  1996), qui ont une 
efficacité supérieure à d’autres lipides cationiques (I.1.a).

La fonction guanidine. La fonction guanidine se trouve naturellement dans les arginines 
et  joue  un  rôle  important  dans  les  liasions  de  l’ADN avec  certaines  protéines  comme les 
histones et les protamines. Différents dérivés lipidiques contenant une fonction guanidine ont 
été  synthétisés :  le  BGSC (bis(guanidinium)-spermine-cholesterol)  et  le  BGTC 
(bis(guanidinium)-tren-cholesterol) (Vigneron  et al., 1996 ; Pitard  et al., 1999) en sont deux 
exemples (I.1.a). 
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Figure 17 : Structure chimique des vecteurs lipidiques cationiques et d’un lipide neutre (DOPE).

Les lipides neutres.  Dans le transfert  d’acides nucléiques,  les lipides cationiques sont 
souvent associés à des lipides neutres, tels que la DOPE (dioléoylphosphatidyléthanolamine) 
(I.1.a) ou la DOPC (dioléoylphosphatidylcholine). La DOPE aide à déstabiliser la membrane 
plasmique  des cellules, ce qui permet une meilleur entrée des complexes dans les cellules et 
qui  par  ces  propriétés  fusogènes,  permet  un  meilleur  trafic  intracellulaire  (Hirsch-Lerner, 
2005).

Les liposomes et les micelles. Pour permettre la formation des complexes lipides/acides 
nucléiques, les lipides cationiques doivent tout d’abord être préparés sous forme de liposome 
ou micelle (Pitard et al., 2002). Les liposomes utilisés sont unilamellaires d’une taille de 100 à 
200 nm, et généralement associé à un lipide neutre tel que la DOPE. Les liposomes peuvent 
être  préparés  par  réhydratation  du  film  lipidique 
(http://www.avantilipids.com/PreparationOfLiposomes.html, and Szoka and Papahadjopoulos, 
1980).

Aujourd’hui  les  chercheurs  disposent  d’une  multitude  de  réactifs  de  transfection 
commercialisés.  Cependant,  ces  molécules  optimisées  pour  le  transfert  de  gène  in  vitro 
s’avèrent en général inefficaces in vivo. Afin d’améliorer l’efficacité de ces vecteurs in vivo, les 
recherches  se  sont  concentrées sur  l’étude de la  relation entre  la  structure du lipide et  du 
lipoplexe,  en  fonction  de  son  efficacité  de  transfection.  Ainsi,  plusieurs  méthodes  ont  été 
développées pour caractériser les propriétés physico-chimiques des lipoplexes.

I.1.bI.1.b Caractérisation physico-chimiques des lipoplexesCaractérisation physico-chimiques des lipoplexes    

Diverses  techniques  de  physico-chimie  et  de  microscopie  ont  été  développées  pour 
caractériser les lipoplexes sur le plan de leur structure supramoléculaire afin de comprendre les 
mécanismes impliqués dans leur formation :

♦ La mesure de la taille des lipoplexes a généralement été étudiée par diffusion 
quasi-élastique de la lumière et par microscopie électronique ; 

♦ L’état de compaction de l’ADN a été évalué par migration électrophorétique 
sur gel d’agarose et par mesure de l’extinction de la fluorescence du bromure 
d’éthidium ; 

♦ La mesure  du  potentiel  zêta  (par  migration  électrophorétique)  a  permis  de 
déterminer la charge de surface ; 

♦ La morphologie  a  pu  être  observée  par  microscopie  électronique  et  par  la 
technique des rayons X à petits angles (SAXS) ; 
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La  structure  des  lipoplexes  dépend  de  plusieurs  paramètres  tels  que  la  structure 
moléculaire  du  lipide  cationique,  le  rapport  de  charges  (amines  primaires  des 
lipides/phosphates de l’ADN ou charges positives/charges négatives), la concentration en sels 
du milieu de formulation, et la concentration finale en acides nucléiques.

Stabilité colloïdale     : taille et charge de surface des lipoplexes     :  

La stabilité dans le temps de la taille des lipoplexes, désignée par le terme de stabilité 
colloïdale,  est  essentielle  pour  leur  utilisation  en  tant  que  système  de  transfert  d’acides 
nucléiques. En effet, une augmentation de la taille des objets au cours du temps rend difficile 
leur  utilisation  in  vivo (difficulté  d’injection,  risque  d’obstruction).  C’est  pourquoi  il  était 
indispensable de comprendre les paramètres impliqués dans cette stabilité colloïdale.

Il a été montré que la taille des lipoplexes formés en présence d’ADN plasmidique et de 
lipoplolyamine variaient en fonction du rapport de charges lipopolyamine/ADN (+/-). En effet, 
une quantité fixe d’ADN complexée avec une quantité croissante de lipopolyamine a mis en 
évidence trois zones principales : les zones A, B et C représentées sur la  I.1.b (Pitard  et al., 
1997). La zone A, qui correspond aux faibles rapports de charges (<1) où le lipide est en défaut 
par rapport à l’ADN, donne des lipoplexes stables de petites tailles (<500 nm). La zone B, pour 
des  rapports  de  charges  plus  élevés  (1<r<2)  donne un  précipité  de  lipoplexes  sous  forme 
agrégés  (> 700 nm).  La zone  C,  pour  des  rapports  de  charges  supérieures  à  2  donne des 
lipoplexes stables, de petites tailles (<100 nm). L’existence des ces trois zones A, B et C a été 
montrée pour d’autres lipides cationiques comme le BGTC (Pitard et al., 1999), et le DOTMA 
(Sakurai, 2000).

             

Figure 18 : Mesure de taille des lipoplexes en fonction du rapport de charges Lipopolyamine/ADN. L’ADN a 
été  complexé  en  présence  d’une  quantité  croissante  de  lipopolyamine  (exprimée  en  rapport  de  
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charges +/-). La taille des complexes formés a été exprimée en fonction du rapport de charges et  
montre l’existence de trois zones : A, B et C. Les zones A et C révèlent la présence de complexes de 
petites tailles (<200 nm) stables colloïdallement alors que les complexes de la zone B ont une taille  
supérieure à 700 nm, correspondant à un état agrégé (extrait de Pitard, 2002).

Des mesures du potentiel zêta des lipoplexes ont montré que les lipoplexes de la zone A 
sont chargés négativement, ceux de la zone B sont à l’électroneutralité et dans la zone C, les 
lipoplexes sont chargés positivement.

Le rapport de charges n’est pas le seul paramètre impliqué dans la structure finale des 
lipoplexes.  En effet,  l’augmentation de la concentration en NaCl,  la longueur de la chaîne 
aliphatique du lipide,  le  pH,  et  la  concentration en ADN a tendance à  étendre  la  zone B, 
donnant des lipoplexes plus agrégés (Turek et al., 2000).

Ainsi, la stabilité colloïdale des lipoplexes de la zone A et C est assurée par la répulsion 
des charges entre les lipoplexes, alors que les lipoplexes de la zone B s’agrègent par force de 
Van der Walls.

Compaction de l’ADN dans les lipoplexes     :  

Une solution de bromure d’éthidium (BET) est ajoutée à celle des lipoplexes et le BET 
fluoresce quand il est intercalé entre les bases de l’ADN. La I.1.b montre que l’intensité de la 
fluorescence du BET diminue lorsque le rapport de charges (+/-) augmente. Ceci indique que 
l’ADN est accessible au BET pour des rapports de charges inférieurs à 1, alors que pour des 
rapports de charges plus élevés, l’ADN est condensé au sein des lipoplexes et est inaccessible 
au BET. 

D’autre part, l’ADN a la capacité de migrer à travers un gel d’agarose chargé de BET et 
placé  dans  un  champ électrique.  Formulé  en  présence  de  lipides  cationiques,  l’ADN perd 
progressivement  cette  capacité :  pour  un  rapport  de  charges  croissant,  la  bande  d’ADN 
plasmidique disparaît progressivement (I.1.b-B).

A BA B

60



GENERALITÉS

Figure 19  : Condensation de l’ADN au sein des lipoplexes (A) Mesure de la fluorescence résiduelle du BET 
en fonction du rapport de charges. (B) Migration électrophorétique de l’ADN en fonction du rapport  
de charges (extrait de Pitard, 2002).

Structure et morphologie     des lipoplexes:  

La  diffraction  des  rayons-X  à  petits  angles  est  la  technique  la  plus  utilisée  pour 
déterminer l’organisation supramoléculaire des lipoplexes. Plusieurs groupes de recherche ont 
montré  que  des  phases  hautement  ordonnées  sont  formées  quand l’ADN est  complexé  en 
présence  de  lipides  cationiques.  Différentes  études  ont  proposé  plusieurs  modèles 
d’organisation structurale des lipoplexes :

- En 1994,  Sternberg  et al. proposaient  une structure  tubulaire de type  « Spagetti »  et 
sphérique de type « Meatballs » obtenues à partir de lipides unilamellaires qui condense 
l’ADN sur une surface (Sternberg et al., 1994)

- En 1997, Templeton et al., proposaient une structure bilamellaire où l’ADN plasmidique 
est intercalé entre deux couches lipidiques bilamellaires (Templeton et al., 1997)

- En 1997, le groupe de Safinya propose un organisation  multilamellaire (I.1.b-A), avec 
une  alternance  d’un  feuillet  lipidique  et  de  monocouche  d’ADN pour  des  lipoplexes 
DOTAP/ADN (Rädler et al., 1997). Ce même type de structure lamellaire a été observé 
pour des lipoplexes BGTC/ADN (Pitard et al., 1999). En 1997, Pitard et al. ont montré 
que  la  structure  lamellaire  est  aussi  obtenue  pour  des  lipides  polychargés,  les 
lypopolyamines (Pitard et al., 1997).

- En 1998, Koltover  et al., identifie une nouvelle structure pour les lipoplexes DOTAP-
DOPE/ADN de type hexagonale inversée (HE) (I.1.b-B) (Koltover et al., 1998). 

-
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Figure 20 : Représentation schématique de la phase multilamellaire (à gauche) et de la phase hexagonale  
inversée (à droite) proposée pour les lipoplexes DOTAP/DOPE. L’ADN (en bleu) s’organise avec 
les lipides (en jaune) en une structure de type lamellaire (L) ou hexagonale inverse (H) (Koltover et  
al., 1998).

La phase HE a été observée pour des formulations de DOTAP-DOPE/ADN et serait due à 
la présence de la DOPE. Cependant, il est difficile d’établir des règles générales quant à l’effet 
de la DOPE sur la formation de la phase HE.

Dans la majorité des études qui ont été réalisées avec différents lipides cationiques, c’est 
la structure multilamellaire qui a été le plus souvent caractérisée (I.1.b).

Lipide cationique
(ratio molaire) Structure observée par SAXS Référence

DOTAP/DOPE Multilamellaire Rädler, 1997
DODAB/Chol Multilamellaire Lasic et al., 1997

DOTAP/DOPE Multilamellaire ou hexagonale inversée ; la structure 
obtenue dépend du ratio molaire DOTAP/DOPE Koltover et al., 1998

DODAB/DOPE Multilamellaire ou hexagonale inversée ; la structure 
obtenue dépend du ratio molaire DODAB/DOPE Mel’nikova et al., 1999 

EDOPC Multilamellaire McDonald et al., 1999

BGTC/DOPE (3/2) Multilamellaire Pitard et al., 1999

DOGS Multilamellaire Boukhnikachvili et al., 
1997

DOGS/DOPE/Cardiolipin
(0.35/0.52/0.13)

(Micelles cationiques)
Multilamellaire Schmutz et al., 1999

Micelles sphériques de 
lipopolyamine Multilamellaire Pitard et al., 1997

Micelles de BGTC Multilamellaire Pitard et al., 1999

Tableau 4  : Tableau récapitulatif de la structure des lipoplexes pour différents lipides cationiques. (d’après 
Pitard, 2002).

Différentes  techniques  de  microscopie  électronique  ont  été  utilisées  pour  étudier  les 
lipoplexes. La microscopie électronique par cryofracture ne permet pas de voir l’ADN seul, 
cependant  cette  technique  a  montré  la  formation  de  structures  de  type  « spaghetti »  dans 
lesquels  l’ADN  est  condensé  (Sternberg  et  al.,  1994).  Le  microscopie  électronique  à 
transmission (TEM) a montré que le DOGS formaient une matrice de micelles tubulaires dans 
lesquelles étaient intercalé et condensé l’ADN plasmidique (Labat-Moleur et al., 1996). Enfin, 
la  cryo-microscopie  électronique  à  transmission  (cryo-TEM)  a  été  utilisée  par  plusieurs 
groupes (Lasic  et al., 1997, Mel’nikova  et al., 1999, Pitard  et al., 1999, Pitard  et al., 1997, 
Templeton et al., 1997). Templeton et al. ont observé par cryo-TEM que l’ADN était condensé 
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entre  deux  bicouches  lipidiques,  il  a  également  été  montré  la  formation  d’une  structure 
concentrique  multilamellaire  pour  des  lipoplexes  BGTC-DOPE/ADN (I.1.b)  (Pitard  et  al., 
1999).

 

             

Figure 21  :  Cryo-TEM de lipoplexes  de BGTC-DOPE/ADN. (A) Liposomes de BGTC-DOPE ;  (B) et  (C) 
Lipoplexes BGTC-DOPE/ADN de la zone C (extrait de Pitard et al. 1999).

I.1.cI.1.c Transfection d’acides nucléiques avec les lipides cationiques Transfection d’acides nucléiques avec les lipides cationiques     in vitroin vitro    

Une comparaison de  l’efficacité  de  transfection  de  tous  les  lipides  cationiques  serait 
d’une part assez difficile à réaliser en raison du grand nombre de lipides synthétisés et d’autre 
part, l’efficacité de transfection d’un lipide est dépendante de la lignée cellulaire utilisée (Liu 
et  al.,  2003).  Cependant,  les  données  de  la  littérature  permettent  d’établir  des  conclusions 
générales quant à l’effet de la structure du complexe formé en présence d’acides nucléiques sur 
l’efficacité de transfection. En effet, il a été largement montré que le rapport de charges +/- 
influençait la taille, la stabilité colloïdale et le potentiel zêta des complexes lipides/ADN, et 
donc les interactions avec les membranes des cellules et leur internalisation (Pitard, 2002). Les 
complexes  lipides/ADN  qui  présentent  les  meilleures  efficacités  de  transfection  sont  des 
lipoplexes appartenant à la zone B ou à la zone C. En effet, ces zones correspondent à des 
complexes qui permettent une condensation complète des molécules d’ADN. D’ailleurs, dans 
la plupart des protocoles de transfection in vitro disponibles dans le commerce, les fournisseurs 
recommandent  généralement  d’utiliser  un excès de lipide par  rapport  à  l’ADN. Le tableau 
suivant indique les fournisseurs qui commercialisent certains lipides qui  ont été donnés en 
exemple précédemment.

Lipide Formulation Nom commercial/Fournisseur

DOTMA DOTMA/DOPE 1:1 (m/m) LipofectinTM/GIBCO BRL
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DOTAP DOTAP DOTAP/Roche Molecular

DOSPA DOSPA/DOPE 3:1 (m/m) LipofectAMINETM/GIBCO BRL

DOGS DOGS (micelle) Transfectam®/Promega

DC-Chol DC-Chol/DOPE 6:4 (m/m) DC-Chol/Sigma

Tableau 5  : Exemple de quelques lipides actuellement commercialisés.

L’efficacité  de  transfection  dépend  aussi  du  type  de  cellules  à  transfecter  et  les 
fournisseurs recommandent généralement de réaliser une optimisation de la quantité d’ADN et 
du rapport lipide/ADN pour chaque lignée cellulaire.

I.2I.2 Les polymères cationiquesLes polymères cationiques    

Les  acides  nucléiques  peuvent  également  être  condensés  par  d’autres  espèces 
cationiques,  les  polymères  cationiques.  Les  interactions  entre  l’ADN  et  les  polymères 
cationiques sont, comme pour les lipides cationiques, de nature électrostatique. Les polyplexes 
ne présentent  pas la même organisation moléculaire que les lipoplexes car il  n’y a pas de 
lipides  donc  l’organisation  lamellaire  lipidique  est  impossible.  En  effet,  les  polymères 
cationiques présentent une structure chimique différente des lipides, au niveau de leur poids 
moléculaire et de la densité des charges positives par exemple. Comme pour les lipides, la mise 
en évidence des relations structure/efficacité ont été l’une des principales approches concernant 
les polyplexes.

I.2.aI.2.a Structure des différents polymèresStructure des différents polymères    

Le Polyéthylène-imine(PEI).  Le PEI est un polymère cationique, qui est utilisé depuis 
longtemps pour le transfert d’ADN, a été largement documenté (Boussif et al., 1995 ; Kircheis 
et  al.,  2001 ;  Demeneix,  2005).  Le  PEI est  un  polymère aminé  présentant  une importante 
densité  de  charges  cationiques,  due  à  la  présence  des  fonctions  amines  protonables  à  pH 
physiologique. Suivant le mode de polymérisation,  le PEI est  disponible sous deux formes 
principales : le PEI linéaire et le PEI ramifié (I.2.a), à différents poids moléculaires : 700 Da, 2, 
25, 50, 79, et 800 kDa. Le PEI ramifié, est composé de 25% d’amines primaires, 50% d’amines 
secondaires et 25% d’amines tertiaires. La forte densité de charges fait du PEI une véritable 
« éponge à proton », qui participe à l’échappement des endosomes lors du trafic intracellulaire 
des  polyplexes  (Boussif  et  al.,  1995).  Le  PEI  à  l’avantage  d’être  un  polymère  versatile 
puisqu’il  a  montré  son  efficacité  dans  le  transfert  de  gène  aussi  bien  in  vitro qu’in  vivo 
(McLachan et al., 1995). 

Au cours des différentes études de comparaison, il a été montré que le PEI linéaire est un 
vecteur plus efficace que le PEI branché (Wightman  et al., 2001). La distribution du poids 
moléculaire et la purification sont plus faciles à contrôler avec le PEI linéraire. Ainsi, il a été 
montré  que  le  PEI  linéaire  est  très  efficace  pour  transfecter  des  cellules  qui  se  divisent 
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lentement (Brunner  et al., 2002). D’autre part, il a été montré que les complexes PEI/ADN 
avaient moins tendance à s’agréger au niveau des érythrocytes (Kricheis et al., 2001(b)), ce qui 
limitait les risques de microembolies après une injection systémique (Abdallah et al., 1996).

Mais en contre-partie le PEI présente une importante toxicité et les polyplexes PEI/ADN 
efficaces pour le transfert de gène sont fortement chargés positivement, et interagissent donc 
avec les protéines du sérum. Ainsi, plusieurs types de PEI modifiés ont été synthétisés afin 
d’augmenter la durée de vie des polyplexes dans la circulation sanguine et  de diminuer sa 
toxicité. L’introduction de polyéthylène-glycol (PEG) a été étudié et il a été montré que les 
polyplexes PEI-PEG/ADN avaient une meilleur solubilité et une plus faible toxicité (Ahn  et 
al., 2002, Nimesh et al., 2006, Leclercq et al., 2000).

Les  poly(β-amino-ester), sont  des  polymères  cationiques  synthétisés  par  l’addition 
conjuguée  d’amines  primaires  et  secondaires  à  des  di-acrylates  (Lynn  et  al.,  2001).  Ces 
polymères offrent l’avantage de pouvoir être synthétisés sous forme de librairie de molécules et 
la synthèse de 500 poly(β-amino-ester) différents ont permis d’identifier deux poly(β-amino-
ester) en particulier, présentant des niveaux de transfection 4 à 8 fois supérieurs par rapport au 
PEI (Akinc  et al., 2003(a)). Des relations entre l’efficacité de transfection et la structure des 
poly(β-amino-ester) ont été mises en évidence, comme par exemple, la présence de plusieurs 
amines par unité de répétition qui donnait la formation de polyplexes de plus petite taille avec 
une augmentation du potential zêta (positif) (Akinc  et al. 2003(a) and (b) ; Greenland  et al. 
2005).

Les dendrimères. Les dendrimères sont une classe unique de polymères, récemment 
bien  documentés  (Lee  et  al.,  2005(a) ;  Svenson  and  Tomalia,  2005 ;  Dufes  et  al.,  2005, 
Hughes, 2005), qui ont été conçus au début des années 1980 et en 1993 l’équipe de Szoka 
développe un dendrimère pour le transfert d’acides nucléiques (Haensler and Szoka, 1993). La 
plupart des dendrimères utilisés sont des polyamines, des polyamides ou des polyesters, mais le 
plus fréquemment rencontré est le Polyamidoamine (PAMAM), représenté sur la  I.2.a. Les 
dendrimères  (du  grec  « dendron » :  arbre)  ont  la  spécificité  d’avoir  une  structure 
tridimensionnelle hiérarchique : le cœur de la molécule joue le rôle de point central à partir 
duquel les monomères se ramifient de façon ordonnée et symétrique (I.2.a). 
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Figure 22  : Schéma de la structure générale des dendrimères (d’après Dufès et al. 2005).

Chaque  point  de  ramification  correspond  à  une  génération,  ainsi  les  dendrimères 
peuvent  être  synthétisés  en  contrôlant  le  nombre  de  générations.  La  densité  de  charges 
positives est plus importante au niveau de la surface de la molécule, c’est à dire au niveau des 
groupements terminaux (amines). Cette architecture moléculaire leur confère des propriétés 
différentes  par  rapport  à  tous  les  autres  polymères  rencontrés  pour  le  transfert  d’acides 
nucléiques : leur méthode de synthèse, qui se fait génération par génération, permet d’obtenir 
d’une  manière  générale  des  dendrimères  cationiques  avec  une  taille  et  une  structure  bien 
caractérisées, et une faible polydispersité. Les amines protonnées à la surface permettent de 
condenser  efficacement  l’ADN, et  les  amines  du cœur de la  molécule  auraient  un rôle  de 
neutralisation  lors  de  l’acidification  dans  les  endosomes,  facilitant  ainsi  la  libération  des 
polyplexes  des  endosomes.  La  taille  et  le  diamètre  du  dendrimère  ont  une  influence  dans 
l’efficacité de transfection des dendrimères. En effet, l’efficacité de transfection obtenue avec 
des dendrimères comptant entre 5 à 10 générations est nettement supérieure à celle obtenue 
pour des dendrimères n’en comptant que 5 maximum (Kukowska-Latallo et al., 1996). 

La Polylysine (PLL). La PLL est considérée comme l’un des polymères cationiques les 
plus utilisés pour le transfert d’ADN (Wolfert  et al., 1996 et 1999). C’est un polymère de la 
lysine, naturel et biodégradable, ce qui fait de lui un bon candidat pour des applications in vivo 
(I.2.a).  Cependant,  une toxicité plus ou moins élevée de ce polymère a été démontrée lors 
d’applications dans le transfert d’ADN (Choi  et al.,  1998 ;  Farhood  et al.,  1992). De plus, 
même si les polyplexes PLL/ADN sont internalisés dans des cellules de façon comparable à 
des polyplexes PEI/ADN, l’efficacité de transfection de la PLL en tant que tel est peu active. 
Afin d’augmenter son efficacité de transfection, la PLL a été substituée par différents ligands 
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reconnus spécifiquement par des récepteurs membranaires et l’efficacité de transfection a pu 
également être améliorée par addition d’agent endo-osmolytique dans le milieu de transfection 
(Pouton et al., 1998 ; Wagner et al., 1992).

Les  chitosans.  Les  chitosans  sont  des  dérivés  d’un  polysaccharide  naturel  qui 
correspond  à  un  polymère  d’unités  glucosamide.  Les  chistosans  sont  des  polysaccharides 
cationiques linéaires composés de segments N-acéthyl-glucosamide liés par des liaisons β(1→ 
4) (I.2.a) (Liu and Yao, 2002). Les chitosans sont connus pour être biodégradables et peuvent 
être modifiés chimiquement pour donner différents dérivés des chitosans (Kim et al., 2001). Le 
premier  polymère  de  type chitosan présentant  un potentiel  pour  le  transfert  de  gène a  été 
proposé par l’équipe de Mumper (Mumper et al., 1995).
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Figure 23  : Structure des polymères cationiques utilisés dans le transfert de gène.
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I.2.bI.2.b Caractérisation physico-chimique des polyplexesCaractérisation physico-chimique des polyplexes    

Les diverses techniques physico-chimiques et microscopiques utilisées pour caractériser 
les lipoplexes (page  58), ont également été employées pour caractériser les polyplexes, sauf 
pour l’étude de la morphologie et de la structure des polyplexes, où en plus de la microscopie 
électronique (ME), la microscopie à forces atomiques (AFM), la microscopie à effet de force 
(SFM, Scanning Force Microscopy) et le dichroïsme circulaire (DC) ont été utilisés.

La  structure  des  polyplexes  dépend  de  plusieurs  paramètres  tels  que  la  structure  du 
polymère cationique,  le rapport  de charges (amines primaires des polymères/phosphates de 
l’ADN ou charge positive/charge négative), la concentration en sels du milieu de formulation, 
et la concentration finale en ADN.

Stabilité colloïdale     et compaction de l’ADN : rapport de charges, concentration saline et poids   
moléculaire

La formation des polyplexes repose principalement sur les interactions électrostatiques. 
Ainsi, le rapport de charges et les concentrations respectives en sels, polymères et ADN, sont 
les paramètres qui ont une importance majeure dans la formulation des polyplexes, comme 
pour  les  lipoplexes.  Cependant,  dans  le  cas  des  polymères  cationiques,  le  paramètre 
supplémentaire à prendre en compte dans la formulation est le poids moléculaire du polymère, 
qui est variable pour ce type de molécules.

Par exemple, pour des polyplexes PEI/ADN, une condensation complète de l’ADN est 
observée pour un rapport de charges compris entre 2 et 3 (Bieber et al., 2002).

Cependant, pour obtenir une bonne efficacité de transfection, il est préférable de formuler 
l’ADN et le polymère à des rapports de charges plus élevés, c’est à dire en excès de charges 
positives. En effet, l’utilisation d’un rapport de charges <2 ne permet pas un transfert de gène 
efficace alors que l’utilisation d’un rapport de charges >2 permet une meilleur efficacité de 
transfection (Bieber et al., 2002). De plus, une augmentation du rapport de charges de 2 à 20 
induit une diminution de la taille des polyplexes d’une taille >1000 nm à une taille proche de 
100 à 200 nm, accompagnée simultanément d’une diminution de la polydispersité. 

- Effet de la concentration saline     :  
Une  augmentation  de  la  concentration  saline  entraîne,  dans  le  cas  des  polyplexes 

PEI/ADN, une augmentation de la taille des complexes qui serait expliquée en écrantage des 
charges présentes à la surface des complexes (Neu  et al., 2005). En effet, les polyplexes en 
présence de concentrations en sels physiologiques présentent une taille de 100 et 1000 nm, 
alors que ceux formés dans un milieu faiblement concentré en sels, la taille est plus petite (de 
10 à 100 nm) (Dunlap et al., 1997 ; Tang et Szoka, 1997, Goula et al., 1998(a), Ogris  et al., 
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1998). Cependant, il a été montré que ce sont les polyplexes PEI/ADN de grande taille, qui 
permettaient un transfert d’ADN  in vitro (Ogris  et al.,  1998 ;  Wightman  et al.,  2001). Les 
complexes formant de larges agrégats auraient une meilleure sédimentation dans le milieu de 
transfection permettant un meilleur contact avec les cellules en culture. Par contre, pour des 
études in vivo, ce sont les complexes PEI/ADN de petites tailles qui présentent une meilleure 
efficacité de transfection, grâce à une meilleure diffusion dans l’espace extracellulaire (Goula 
et al., 1998b, Wightman et al., 2001).

- Le poids moléculaire du polymère     :  
La taille des polyplexes PEI(25 kDa)/DNA et PEI(5 kDa)/DNA, pour un rapport N/P = 

6,7, était de 156±7 et 587±143 nm, respectivement. L’utilisation d’un PEI de poids moléculaire 
plus élevé (25 kDa) permettaient d’obtenir des polyplexes de plus petite taille (Kunath et al., 
2003). Cependant le PEI de plus faible poids moléculaire présente une meilleur efficacité de 
transfection  et  une  plus  faible  toxicité  lors  de  transfection  sur  des  fibroblastes  de  souris 
(Kunath et al., 2003, Fisher et al., 1999). L’influence de la taille des chaînes de polymère sur la 
condensation de l’ADN a également été testée pour la PLL par mesure de fluorescence du 
BET. Les PLL présentant des chaînes plus longues permettent une meilleure condensation de 
l’ADN (Kwoh et al., 1999).

- Etude comparative     :  
Tang et Szoka ont comparé les propriétés des différents polymères cationiques : le PEI, 

la  PLL,  les  dendrimères  intacts  et  les  dendrimères  fracturés  (Tang and Szoka,  1997).  Les 
différents  polymères ont  été  étudiés aux concentrations en sels,  en polymère,  en ADN qui 
donnaient  les  meilleures  efficacités  de transfection  in  vitro.  Dans ces  conditions  optimales 
définies, les études ont montré que la PLL et les dendrimères intacts formaient des polyplexes 
polydispersés plus agrégés que ceux obtenus avec le PEI et les dendrimères fracturés. En effet, 
le diamètre moyen des polyplexes de dendrimères intacts et de PLL sont supérieurs à 1000 nm 
(I.2.b-A).  Le  PEI  forment  des  polyplexes  agrégés  (taille>1000  nm)  uniquement  pour  des 
rapports de charges compris entre 0,5 et 1 (Tang et Szoka, 1997).

La mesure du potentiel zêta des différents polyplexes dendrimères/ADN, PEI/ADN et 
PLL/ADN présente le même profil : pour des rapports de charges inférieurs à 1, le potentiel 
zêta est négatif, et devient positif pour des rapports de charges supérieurs à 1 et à partir d’un 
rapport de charges de 3, le potentiel  zêta présente un plateau à +40mV (I.2.b-B). D’autres 
études  sur  le  potentiel  zêta  ont  montré  des  profils  de  courbes  similaires  pour  d’autres 
polymères comme les chitosans. Ces derniers forment des complexes de petite taille (~100nm), 
sauf pour des rapports de charges de 2 (neutralité) où les polyplexes sont agrégés (Erbacher et 
al., 1998).
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A BA B

Figure 24  : Propriétés physicochimiqes des principaux polymères cationiques.   (A) Mesure de la taille des  
complexes  en  fonction  du  rapport  de  charges  et  du  polymère.  (B)  Mesure  du  potentiel  zêta  en  
fonction du rapport de charges pour les différents polymères (Tang et Szoka, 1997).

Morphologie des polyplexes formés     :  

Si des similitudes peuvent  être  établies entre les  polymères cationiques et  les  lipides 
cationiques pour certains paramètres comme l’influence du rapport de charges sur le potentiel 
zêta ou la taille des polyplexes, la structure supramoléculaire des polyplexes est très différente 
de celle des lipides cationiques. Le type de structure le plus couramment observé pour les 
polyplexes sont des structures qui s’apparentent à des tores (« Toroids » en anglais, appelés 
aussi « Donuts » ou « Rings »). D’autres formes, de type baguette (« Rod » en anglais), ou de 
type boucle (« Loop ») ont également été caractérisées (Bloomfield, 1997 ; Golan et al., 1999, 
Tang et al., 2005).

En 1997, Dunlap et al. publie l’étude de la structure des polyplexes PEI/ADN par SFM et 
ils  ont observé l’existence de différentes  formes sphériques des polyplexes pour un même 
rapport de charges : des structures de type « Donuts », mais également de type « Loops » sous 
une forme plus ou moins compacte (I.2.b) (Dunlap et al., 1997).
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Figure 25  : Microscopie de force atomique : visialisation des polyplexes PEI/ADN.  A) Structure sphérique  
sous forme « Donuts », B) Structure sous forme de « Loops » compactes (Dunlap et al., 1997).

Des analyses par microscopie électronique ont permis de montrer que les polyplexes de 
PLL/ADN formaient également des structures de type « Toroids » d’un diamètre compris entre 
25 et 50 nm ou sous forme de « Rods » d’une longueur de 40 à 80 nm (I.2.b). Dans cette étude, 
environ 60 à 65 % des polyplexes formés se présentent sous la forme « toroids », le reste étant 
des « rods » (Kwoh et al., 1999). 

                                           

Figure 26  :  Visualisation  d’un  « toroid »  et  d’un  « rod »  par  microscopie  électronique. L’ADN  a  été  
complexé en présence de PLL et visualisé par microscopie électronique (Kwoh et al., 1999).

D’autres  études  ont  largement  décrit  les  polyplexes  PLL/ADN  (Golan  et  al.,  1999, 
Wagner  et al., 1991 ; Liu  et al., 2001) et cette structure a également été observés pour des 
polyplexes chitosan/ADN et dendrimères/ADN (Danielsen et al., 2005, Erbacher et al., 1998, 
Tang et al., 2005).

Tang  et  al. ont  récemment  proposé  un  schéma  de  formation  de  ces  « Toroids »  en 
présence d’ADN qui fait intervenir la fléxibilité du polymère (I.2.b).
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Figure 27  : Formation des « toroids » en présence d’ADN. Les auteurs ont proposé un mécanisme au cours  
du quel l’ADN, considéré comme un polymère semi-flexible (« DNA semi-flexible »), et le polymère  
cationique (« Cationic non-DNA polymer »)  s’assemblerait en passant par un stade semi-flexible  
pour donner le « toroid » (Tang et al., 2005).

La théorie prédie que seul les polymères semi-flexibles peuvent adopter une structure 
toroid, et que les polymères flexibles forment des globules amorphes. Cependant, la PLL est un 
exemple  de  polymère  présentant  une  importante  flexibilité  et  aussi  capable  de  former  des 
toroids.  Le phénomène s’expliquerait  par une neutralisation du contre-ion qui induirait  une 
rigidification du polymère (Tang et al., 2005).

I.2.cI.2.c Le devenir des polymères cationiques pour le transfert de gènes Le devenir des polymères cationiques pour le transfert de gènes     in vivoin vivo    

Les études réalisées sur la première génération des polyplexes pour le transfert d’ADN 
sont basées sur l’utilisation d’homopolymères cationiques ou de dendrimères cationiques qui 
ont permis d’obtenir de bonnes efficacités de transfection  in vitro. Cependant, la taille et la 
stabilité des polyplexes est très sensible à la nature du milieu dans lequel ils se trouvent et à la 
présence  des  protéines  du  sérum.  C’est  pourquoi  l’utilisation  des  polyplexes  in  vivo s’est 
montrée limité en raison de leur toxicité, de leur faible efficacité de transfection et de leur 
faible  biodistribution.  En  effet,  les  polyplexes  présentent  une  importe  charge  positive  de 
surface qui conduit à une agrégation rapide des polyplexes dans les fluides biologiques, et ils 
sont préférentiellement pris en charge par les cellules phagocytaires de l’organisme (Mahato et 
al.,  1995,  Verbaan  et  al.,  2001,  Kabanov  et  al.,  2005).  Cette  charge  positive  est  aussi 
responsable d’une reconnaissance par le système immunitaire des polyplexes qui conduit à leur 
élimination rapide de la circulation (Hwang and Davis, 2001).

Ainsi  plusieurs  équipes  ont  développé  une  seconde  génération  de  polymères :  des 
copolymères cationiques (Choi  et al., 1998 ; Kabanov and Kabanov, 1995 ; Kataoka  et al. 
1996 ; Katayose and Kataoka 1997 ; Maruyama et al., 1997 ; Vinogradov et al., 1998, Wolfert 
et al.,  1996). Ces molécules sont des copolymères à blocs constitués de groupements non-
ioniques  hydrophiles,  comme  des  poly(éthylène  oxyde)  (PEO)  ou  des  poly(N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamide)  (PHPMA),  conjugués  à  un  polycation  comme  une 
polyspermine (Kabanov, 1995), une PLL (Choi et al., 1998) ; Kataoka et al., 1996) ou un PEI 
(Kircheis et al., 2001c ; Nguyen et al., 2000 ; Ogris et al., 2000 ; Vinogradov et al., 1998) entre 
autres.  Les  interactions  électrostatiques  entre  ces  copolymères  cationiques  et  l’ADN  ont 
conduit à former des complexes hydrophiles peu chargés, dans lesquels le cœur est constitué 
d’ADN neutralisé par les polycations et la surface du complexe est constituée des chaînes non-
ioniques hydrophiles. Cependant, ces complexes n’ont pas amélioré l’efficacité de transfection 
de  l’ADN plasmidique,  qui  peut  s’expliquer  par  la  présence  des  chaînes  non-ioniques  en 
surface qui empêche les interactions avec les membranes cellulaires (Nguyen  et al.,  2000 ; 
Harper et al., 1991).
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I.3I.3 Les polymères amphiphilesLes polymères amphiphiles    

Pour palier  à  la  faible  efficacité de transfection  in vivo  observée pour  les polymères 
cationiques  ou  les  copolymères  cationiques,  l’approche  proposée  a  été  d’utiliser  des 
copolymères à blocs amphiphiles et non-ioniques (Nguyen  et al., 2000). Les copolymères à 
blocs  « Pluronics »  sont  constitués de groupements éthylène oxyde (EO) hydrophiles et  de 
groupements propylène oxyde (PO) hydrophobes, arrangés en une structure de type A-B-A : 
(EO)x-(PO)y-(EO)x. La variation de la longueur des groupements (EO) et (PO) permet d’obtenir 
différents pluronics, dont chacun est caractérisé par une balance hydrophile-lipophile et une 
concentration micellaire critique (cmc) qui lui est propre.

O O O OHH

y yx

Copolymère Masse molaire
Nombre 
moyen

d'unités EO
Nombre moyen

d'unités PO HLB cmc (M)
à 37°C

L61 2000 5 30 3 1.1 10E-4
P123 5750 40 70 8 4.4 10E-6
L64 2900 26 30 15 4.8 10E-4

F127 12600 200 65 22 2.8 10E-6
F68 8400 150 30 29 4.8 10E-4

Figure 28  :  Structure  et  caractéristiques  physicochmiques  des  copolymères  à  blocs  de  type  pluronic  
(Kabanov et al., 2005).

L’utilisation de ces copolymères pour le transfert de gènes vient de l’idée que les chaînes 
PPO hydrophobes dans un polyplexe devaient améliorer les interactions avec la membrane et 
agir  comme un agent  fusogène  pour  faciliter  le  passage  des  polyplexes  à  l’intérieur  de  la 
cellule.  Les  chaînes  PEO,  hydrophiles,  auraient  pour  rôle  de  maintenir  la  solubilité  des 
polyplexes en solution (Kabanov et al., 2005).

L’approche consiste à injecter l’ADN plasmidique en présence d’une solution de pluronic 
seul. Plusieurs études ont montré que cette combinaison ADN/pluronic augmentait l’efficacité 
d’expression dans les muscles squelettique et cardiaque (Hartikka et al., 2001 ; Lemieux et al., 
2000 ; Liaw et al., 2001 ; Lu et al., 2003 ; Pitard et al., 2002 ; Riera et al., 2004). Une de ces 
études a montré qu’un mélange des pluronics L61 et F127 (SP1017) a permis d’augmenter le 
niveau  et  la  durée  de  l’expression  du  gène  rapporteur  de  la  β-Galactosidase  et  du  gène 
thérapeutique de l’érythropoietine dans le muscle squelettique de la souris (C57 Black 6 et 
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BalbC), et chez le rat (Lemieux  et al., 2000). Les résultats ont montré que la concentration 
optimale des polymères, pour laquelle le niveau de transfection est maximal, était assez faible : 
0,01 % (m/v). L’efficacité de transfection du SP1017 a été comparée à un autre polymère non-
ionique, le PVP (poly-(vinyl)pirrolidone) connu également pour améliorer le transfert de gène 
(Mumper et al., 1996, Rolland et Mumper, 1998). Le SP1017 a été plus efficace que le PVP et 
nécessite une quantité d’ADN bien moins importante pour obtenir des niveaux d’expression 
similaires au PVP (I.3).
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Figure 29  : Comparaison de l’efficacité de transfection du SP1017 avec le PVP en présence de 5 µg ou 50  
µg d’ADN.  50 µl  du  mélange SP1017 (0,01%) contenant  la  quantité  souhaitée  d’ADN,  ont  été  
injectés dans le tibial antérieur de la souris C57 Black 6, âgée de 6 à 8 semaines. L’activité de la  
luciférase  a  été  dosée  dans  la  broyat  musculaire  7  jours  après  l’injection  et  chaque  valeur  
correspond à une moyenne et une SEM de 6 valeurs indépendantes (Lemieux et al., 2000).

Plus récemment, il  a été montré au sein de notre laboratoire que des formulations ne 
contenant  qu’un  seul  pluronic,  le  L64  (ou  PE6400)  a  permis  d’augmenter  le  niveau 
d’expression du gène rapporteur de la β-Galactosidase et de la GFP dans le muscle squelettique 
de la  souris  (I.3)  et  le  muscle cardiaque de rat  immunotolérant  (Pitard  et al.,  2002),  mais 
également du gène thérapeutique de l’érythropoietine et de la minidystrophine (Richard et al., 
2005a et Richard et al., 2005b). 

Des mesures de taille et de potentiel zêta ont montré qu’en absence de pluronic l’ADN 
plasmidique  présente  une  taille  de  394±38  nm alors  qu’en  présence  de  pluronic,  la  taille 
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mesurée est de 155±44 nm. D’autre part, le potentiel zêta de l’ADN plasmidique (-17.6±2.3 
mV) se rapproche de la neutralité quand il est formulé en présence pluronic (-4.4±2.0 mV) 
(Liaw et al., 2001). Ceci montre que les pluronics ont la capacité de condensé l’ADN (Liaw et 
al., 2001 ; Chang et al., 2004), même si certains auteurs indiquent que les pluronics sont des 
polymères qui à la différence des polymères cationiques, ne condensent pas l’ADN (Kabanov 
et al., 2002).

GFPΒ-Gal

ADN nu

ADN/L64

GFPΒ-Gal

ADN nu

ADN/L64

Figure 30  : Visualisation de l’expression de la β-Galactosidase et de la protéine fluorescente (GFP) dans le  
muscle de  souris. L’ADN plasmidique de la  β-Galactosidase  et  de la  GFP ont  été  formulés  en  
présence du copolymère à blocs L64 et  injectés par voie intramusculaire.  L’expression de la β-
Galactosidase  a  été  visualisée  sur  l’organe  entier,  et  l’expression  de  la  GFP  sur  des  coupes 
musculaires (Pitard et al., 2002).

Le mécanisme  par  lequel  les  pluronics  agissent  dans  les  applications  précédemment 
décrites n’est pas encore bien établi. Plusieurs hypothèses ont été émises et décrivent que le 
pluronics pourraient par interactions avec la membrane, faciliter l’entrée de l’ADN dans la 
cellule (Lemieux et al., 2000) ; les pluronics pourraient également améliorer la distribution de 
l’ADN dans le muscle (Lemieux et al., 2000) ; enfin, ils pourraient augmenter le transport de 
l’ADN du cytoplasme jusqu’au noyau dans les cellules musculaires (Pitard et al., 2002).

IIII l’ADNl’ADN          :  catalyseur  et  support  de  synthèse  du  vecteur:  catalyseur  et  support  de  synthèse  du  vecteur      
synthétiquesynthétique

Le point de départ de conception de la plupart des vecteurs synthétiques est de provoquer 
la condensation de l’ADN par des molécules polycationiques. En effet, le paragraphe précédent 
a  montré  que  la  condensation  de  l’ADN  d’une  molécule  étendue  en  une  molécule  plus 
compacte au sein d’une particule, améliorait sa stabilité chimique et ses propriétés physiques 
pour des applications dans le transfert de gène. La condensation de l’ADN par des polymères 
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cationiques ou des lipides cationiques est un assemblage quasi irréversible (Demeneix, 2004), 
qui produit des complexes contenant plusieurs centaines de molécules d’ADN par particule. 

Contrairement aux polymères et lipides cationiques, les espèces oligocationiques tels que 
les détergents cationiques ou les monomères cationiques interagissent de façon réversible avec 
les molécules d’ADN (II).
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Figure 31  : Condensation réversible de l’ADN par des espèces oligocationiques.  Les charges positives des  
oligocations permettent de condenser l’ADN de manière réversible (réaction équilibrée). La réaction 
tend à condenser individuellement chaque molécule d’ADN.

Cet équilibre réactionnel tend à diriger le système vers la condensation d’un maximum de 
molécules d’ADN, ainsi,  chaque complexe formé contiendra une seule  et  unique molécule 
d’ADN condensée par particule. Cependant, l’existence de ces liaisons réversibles induit une 
faible stabilité de ces particules qui ne résistent pas à la dilution ou aux interactions avec des 
polyanions comme les protéoglycanes, rendant impossible l’utilisation de ces complexes pour 
le transfert de gène (Demeneix et al., 2004, Zuber et al., 2001).

Pour palier à ce désavantage, une solution chimique a été trouvée, basée sur le principe 
de transformer in situ ces espèces cationiques en molécules capables de condenser l’ADN dans 
des  particules  stables.  Deux  procédés  ont  été  rapportés  dans  la  littérature,  le  procédé  de 
dimérisation,  qui  transforme  les  détergents  cationiques  en  lipides,  et  le  procédé  de 
polymérisation,  qui  polymérise  les  monomères  en  polymère  (Trubetskoy  et  al.,  1998 ; 
Chittimalla et al., 2005). Dans cette technique, l’ADN a un rôle de support lors de la formation 
du vecteur synthétique, mais également le rôle de « catalyseur » de la réaction de synthèse du 
vecteur synthétique. Cette technique offre l’avantage de générer un vecteur « sur-mesure ». 

II.1II.1 Dimérisation de détergents cationiquesDimérisation de détergents cationiques    

II.1.aII.1.a Les détergents cationiquesLes détergents cationiques    

Les détergents cationiques ont une meilleure solubilité dans les milieux aqueux que les 
lipides, et l’addition des particules détergents/ADN dans le milieu de culture des cellules pour 
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une transfection  in vitro, se traduit par une solubilisation des détergents, décomplexant ainsi 
l’ADN. Il s’agit donc par le procédé de dimérisation, de transformer les détergents cationiques 
en lipides cationiques. Le groupe de J.P. Behr a proposé l’utilisation de détergents présentant 
des fonctions thiol (-SH) qui sont dimérisables en pont di-sulfite (S-S) par simple oxydation 
par l’oxygène de l’air ambiant (II.1.a) (Blessing et al., 1998).

                             

Figure 32  : Dimérisation  des  fonctions  thiols.  Les  fonctions  thiols  peuvent  former  par  une  réaction  
d’oxydation, des ponts disulfures, créant ainsi une liaison covalente entre les deux détergents.

Le groupe s’est intéressé à la synthèse de nouveaux détergents cationiques en utilisant 
comme molécule  de  base  la  cystéine,  qui  est  un  composé  naturellement  présent  dans  les 
cellules. De plus, il a été montré que la présence excessive de micelles cationiques de détergent 
lors de l’étape de condensation de l’ADN était responsable d’une aggrégation des molécules 
d’ADN. Ainsi, pour éviter cette aggrégation, il est préférable que les détergents cationiques 
utilisés  présentent  une  Concentration  Micellaire  Critique  (cmc)  élevée  afin  d’éviter  la 
formation  de  micelle  cationique.  A  l’inverse,  il  a  été  montré  que  le  lipide  formé  après 
dimérisation des détergents cationique doit avoir impérativement une cmc faible, ce qui permet 
de former des particules lipides-ADN plus stables (Ouyang  et al., 2000). Le détergent idéal 
possède une haute cmc, et donne par dimérisation un lipide qui lui a une faible cmc.

Les  différents  types  de  détergents  ont  été  synthétisés  et  ils  présentent  différents 
groupements chargés positivement, soit des groupements guanidinium, ornithine, spermine ou 
isothiuronium (II.1.b). La concentration en résidus phosphates de l’ADN couramment utilisée 
pour des expériences de transfert de gène est de l’ordre de 10 à 50 µM, ainsi les détergents 
présentés  dans  le  tableau  possèdent  tous  une  cmc  supérieure  à  la  concentration  des 
groupements phosphates (Blessing et al., 1998, Dauty et al., 2001, Dauty et al., 2002, Ouyang 
et al., 2000).

Tous ces détergents cationiques présentent une fonction thiol par détergent, sauf pour le 
détergent Cn-Isothiuronium où la fonction thiol est protégée par un groupement isothiuronium 
qui  est  une  fonction  pH-dépendente.  Ainsi,  la  fonction  thiol  est  déprotégée  juste  avant 
l’oxydation.
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II.1.bII.1.b Formation et caractérisation des particules obtenuesFormation et caractérisation des particules obtenues    

La synthèse des complexes se déroule en deux étapes : tout d’abord la condensation de 
l’ADN  par  les  détergents  cationiques,  puis  l’oxydation  des  fonctions  thiol  par  oxydation 
naturelle de ces fonctions en présence d’oxygène.

Les complexes sont préparés par un ajout de la solution de détergents dans la solution 
d’ADN sous une agitation magnétique constante. Cette solution est conservée à température 
ambiante pendant plus de 24 heures pour laisser l’oxydation naturelle se faire (II.1.b).

80



GENERALITÉS

N
H

O
NH

SH

O

NH3

H3N

N
H

O
NH

SH

O

NH3

H3N

N
H

O
NH

SH

O

NH3

H3N

N
H

O
N
H

SH

O

NH2

H2N

H3N

NH3

H
N

O

N
H NH2

NH2

SH

Cn-Isothiuronium(>10 mM)

C14CSper (150 µM)

C12COrn (100 µM)

C14COrn (45 µM)

C16COrn (20 µM)

C10-CG+(320 µM)

Cn-Isothiuronium(>10 mM)

C14CSper (150 µM)

C12COrn (100 µM)

C14COrn (45 µM)

C16COrn (20 µM)

C10-CG+(320 µM)

Nom (Nom (cmccmc))Structure chimiqueStructure chimique Nom (Nom (cmccmc))Structure chimiqueStructure chimique

(CH2)n-1 N

S
C

H2N
NH2

H3C

81



GENERALITÉS

Tableau 6  : Structure des différents détergents cationiques.

Figure 33  : Synthèse des complexes détergents/ADN et leur conversion en complexes lipide/ADN. Dans une 
première étape, les détergents cationiques condensent individuellement les molécules d’ADN (« fast  
collapse »), puis les fonctions thiols créent des ponts disulfure entre elles par oxydation lente à l’air  
libre transformant ainsi les détergents en lipides (Blessing et al., 1998).

Les études ont montré que l’ADN avait un vrai rôle de support lors de la dimérisation des 
fonctions thiols. En effet, pour les détergents (C10-CG+) et (C14CSper), il a été montré que la 
vitesse de réaction d’oxydation donnant le  lipide (C10-CG+)2 et  (C14CSper)2,  respectivement, 
était  augmentée  en  présence  d’ADN.  L’ADN  permet  d’augmenter  de  façon  locale  la 
concentration du détergent, facilitant ainsi la réaction de dimérisation (Blessing et al., 1998 et 
Dauty et al., 2001).

L’étude  physicochimique  des  complexes  obtenus  à  partir  des  détergents  (C10-CG+), 
(C12COrn), (C14COrn), (C16COrn), (C14CSper) et Cn-Isothiuronium, a montré que les particules 
formées  ont  une  structure  sphérique,  dont  la  taille  est  comprise  entre  30  et  50  nm,  et 
présentent toutes un potentiel zêta négatif (entre ~ - 45 mV et ~ -13 mV) pour des rapports 
N/P proches de 1 (Blessing et al., 1998, Dauty et al., 2001, Dauty et al., 2002, Dauty et al., 
2002a, Ouyang et al., 2000).

La variation de la taille des particules a également été étudiée en fonction du rapport N/P. 
Pour la série des détergents CxCOrn et (C14CSper), la taille des particules augmente avec le 
rapport N/P, et pour des rapports N/P  ≥ 1,4 les particules présentent une taille supérieure à 
236 nm (Dauty et al., 2001).
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L’efficacité de transfection des complexes obtenus par dimérisation ne présente pas une 
efficacité supérieure à celle obtenue avec de l’ADN nu. En effet, les particules n’ont pas la 
capacité d’interagir avec la surface polyanionique des cellules car elles possèdent un potentiel 
zêta négatif. Des études de transfection  in vitro ont été réalisées avec des particules formées 
avec un rapport  N/P  > 2,  et ont montré que l’efficacité de transfection augmentait  avec le 
rapport N/P. Les efficacités maximales de transfection ont été obtenues pour des rapports N/P 
compris entre 3 et 5, ce qui correspond aux rapports N/P généralement utilisés pour les lipides 
cationiques (Dauty et al., 2002). 

II.2II.2 Polymérisation de détergents et de monomèresPolymérisation de détergents et de monomères    

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe précédent, l’ADN peut servir de support et 
de catalyseur de la réaction de synthèse de vecteur synthétique, par dimérisation. Certaines 
équipes ont évalué le potentiel de l’ADN dans le rôle de support et de catalyseur pour une 
réaction de polymérisation.  Comme pour  le  procédé de dimérisation,  la  première étape du 
procédé  consiste  à  faire  interagir  l’ADN avec  des  espèces  cationiques,  ici  des monomères 
cationiques, et dans un deuxième temps, de déclencher une réaction de polymérisation, formant 
ainsi des particules d’ADN condensées par un polymère. Pour mettre en œuvre ce type de 
procédé,  différents  types  de  monomères  ont  été  utilisés,  incluant  même des  détergents  bi-
fonctionalisés capables de former un polymère.

II.2.aII.2.a Les procédés de polymérisation et caractérisation des particules forméesLes procédés de polymérisation et caractérisation des particules formées    

Deux  types  de  polymérisation  ont  été  testés :  la  polymérisation  par  étapes  et  la 
polymérisation en chaîne (radicalaire). Pour le premier type de polymérisation, les monomères 
cationiques qui ont été utilisés sont les suivants (II.2.a) :

-l’AEPD (bis(2-amioéthyl)-1,3-propanediamine).
-le  PEG-AEPD  (N2,N2,N3,N3(3’-PEG5000aminopropane)bis(2-aminoéthyl)-1,-3-propanedi 

amonium di-trifluoroacetate)
-le peptide di-Cys-NLS, un « macro-monomère » cationique.

Ces  monomères  ont  été  polymérisés  en  utilisant  comme  agent  de  liaison  le  DSP 
(dithiobis succinimidyl propionate), le DTBP (diméthyl-3,3’-dithiobis propionimidate) ou le 
DPDPB (1,4-di[3’,2’-pyridyldithio-(propionamido)butane]) (II.2.a). Ce type de polymérisation 
donne naissance à un polymère où le monomère s’alterne avec l’agent de liaison (polymère de 
type A-B-A-B-A…).

Le deuxième type de polymérisation, la polymérisation en chaîne est une polymérisation 
radicalaire  qui  a  été  réalisée  avec  le  monomère  cationique  CdiA (N,N’-Dinonacrylate-
N,N,N’,N’-tetraméthylpropane-diammonium  bromide)  en  utilisant  comme  initiateur  l’AAP 
(azobis(2-amidino-propane) (Trubetskoy et al., 1998) (II.2.a). Ce type de polymérisation donne 
naissance  à  un  polymère  de  type  A-A-A-A-A…. (Trubetskoy  et  al.,  1998).  Cette  étude  a 
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montré  que  l’ADN  jouait  un  vrai  rôle  de  support  et  de  catalyseur  de  la  réaction  de 
polymérisation, car en absence d’ADN la polymérisation n’a pas eut lieu, quelque soit le type 
de polymérisation utilisée.

D’autre part, le groupe de J.P. Behr a synthétisé un détergent cationique bi-fonctionnalisé 
(deux  fonctions  thiols)  capables  de  se  polymériser,  le  C12CPP  (II.2.a).  Ce  détergent  se 
polymérise par oxydation des deux fonctions thiols formant ainsi un pont disulfite entre chaque 
détergent « monomère ».
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Figure 34  : Structure chimique des monomères cationiques et détergents cationiques polymérisables utilisés  
pour la polymérisation. La polymérisation par étape fonctionne par ajout des agents de liaison aux  
monomères cationiques pour donner des polymères de type A-B-A-B. Les agents de liaison DSP et  
DTBP sont utilisés avec les monomères AEPD et PEG-AEPD, et l’agent de liaison DPDPB est utilisé  
pour le peptide. La polymérisation en chaîne génère des polymères de type A-A-A-A, où A est le  
monomère (CDiA),  et  la réaction de polymérisation est  déclenchée par un initiateur,  l’AAP. Les  
détergents  C12CPP présentent  deux fonctions  thiols  qui  par  oxydation permettent  de  former un  
polymère.

Dans la polymérisation par étapes et en présence de monomère AEPD, il a été montré 
que le ratio AEPD/ADN et le temps avait une influence sur la taille des complexes formés lors 
de la polymérisation. En effet, pour de faibles rapports AEPD/ADN, les premiers complexes 
formés par polymérisation ont été observés à 60 minutes après l’ajout de l’agent de liaison, et 5 
minutes  après  pour  des  rapports  AEPD/ADN  plus  élevés.  Pour  les  faibles  rapports 
AEPD/ADN,  l’ajout  de  PEG-AEPD  dans  le  milieu  réactionnel  permet  de  conserver  une 
population  de  particules  d’une  taille  ~40  nm  jusqu'à  180  minutes.  Pour  des  rapports 
AEPD/ADN élevés, les complexes formés à 5 min ont une taille inférieure à 150 nm, mais 180 
min après, les complexes s’agrègent en particules d’une taille supérieure à 150 nm (Trubetskoy 
et al., 1998). 

Le potentiel zêta que présentent les complexes formés, est de manière générale négatif 
quelque soit le ratio AEPD/ADN, ou le temps de polymérisation (II.2.a). Cependant, pour des 
rapports  AEPD/ADN élevés (20:1),  le  potentiel  zêta  se  rapproche de zéro.  Pour les autres 
rapports, le potentiel zêta reste toujours inférieur à –5 mV. Le potentiel zêta des complexes 
formés en présence de PEG-AEPD est, après 180 min de réaction, de – 0,6 ± 0,9 mV (II.2.a).

                                   

Figure 35  : Variation du potentiel zêta en fonction du temps et du ratio AEPD/ADN. L’ADN et l’AEPD ont  
été mélangé à différents rapports de charges (1:4, 1:10 ou 1:20), puis la réaction de polymérisation  
a été déclenchée. La mesure du potentiel zêta a été réalisée à différents temps de polymérisation pour  
les différents complexes (Trubetskoy et al., 1998).

La morphologie  des  particules  a  été  observée  par  microscopie  électronique.  Dans  la 
phase  initiale  de  la  polymérisation  les  particules  présentent  un  cœur  central  et  sphérique, 
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contenant de l’ADN codensé, entouré d’un halo formé par des brins d’ADN. Pour des temps 
plus éloignés dans la polymérisation, les différentes polymérisations de l’AEPD en présence de 
DSP,  ou  de  DTBP  ou  d’PEG-AEPD/DTBP  donnent  la  formation  de  particules  de  type 
« baguettes ». Suivant le type de polymérisation, les « baguettes » sont plus ou moins fines ou 
allongées. Quelques particules sous forme de « tore » sont également observées (II.2.a). 

               

Figure 36  : Microscopie électronique des  complexes  obtenus par polymérisation de l’AEPD en présence  
d’ADN et en présence de DSP (A), de DTBP et de PEG-AEPD/DTBP (C) (Trubetskoy et al., 1998).

Le monomère PEG-AEPD a également été utilisé, et l’incorporation de PEG dans les 
particules a permis d’éviter l’agrégation des particules, observée pour des temps supérieurs à 
180 min, mais qui gardent cependant un potentiel zêta proche de la neutralité. Le procédé de 
polymérisation n’affecte pas l’activité biologique de l’ADN, cependant, seuls les complexes 
formés  par  polymérisation  radicalaire  (CDiA/ADN/AAP)  ont  induit  une  augmentation 
significative de l’expression de la luciférase sur des cellules NIH 3T3 (fibroblastes de souris) 
(Trubetskoy et al., 1998).

Plus  récemment,  Chittimalla  et  al. ont  proposé  une  polymérisation  de  détergents 
cationiques bifonctionnalisés,  et  donc polymérisables (II.2.a)  (Chittimalla  et al.,  2005).  Le 
procédé de synthèse des particules par polymérisation des détergents est identique à celui de la 
dimérisation  des  détergents  cationique  ne  possédant  qu’une  fonction  thiol  (page  79).  La 
polymérisation induit la formation de complexes (C12CPP)n/ADN (Chittimalla et al., 2005).

Le  potentiel  zêta  des  particules  (C12CPP)n/ADN  mesuré  pour  un  rapport  N/P=1, 
présentait  une  valeur  de  -5  mV  ± 3  mV,  alors  que  le  potentiel  zêta  des  particules 
(C14COrn)2/ADN obtenues par dimérisation était fortement négatif (entre –50 mV et –20 mV) 
quelque soit le rapport N/P. Les particules (C12CPP)n/ADN, proche de la neutralité, ont été 
observées  par  microscopie  électronique  48  heures  après  leur  formation  (II.2.a).  Elles  sont 
homogènes en taille (32 nm ± 3 nm pour 90% de la population). La structure interne de ces 
particules présente une phase tubulaire, comme pour les particules (C14COrn)2/ADN. De plus, 
la taille des particules est en bon accord avec une condensation monomoléculaire de l’ADN.
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Figure 37  :  Visualisation des complexes (C12CPP)n/ADN par microscopie électronique (Chittimalla et al.,  
2005).

Par  rapport  à  d’autres  systèmes cationiques  comme les  polyplexes ou lipoplexes,  les 
complexes  (C12CPP)n/ADN  se  sont  montrés  plus  résistants  à  des  traitements  avec  des 
polyanions  ou  des  agents  réducteurs,  montrant  ainsi  leur  efficacité  à  conserver  l’ADN 
complexé dans un fluide biologique. En effet, les complexes (C12CPP)n/ADN possèdent un fort 
potentiel pour des applications de transfert de gène  in vivo : ce sont des particules de petite 
taille, neutres et stables (Chittimalla et al., 2005).

Les  complexes  (C12CPP)n/ADN ont  été  injectés  dans  la  circulation  sanguine  chez  la 
souris et les meilleurs résultats ont été obtenus avec (C12CPP)n/ADN : ~50% des complexes 
étaient encore présents dans la circulation 10 min après l’injection ; puis ~25% , 30 minutes 
après  l’injection  (comparé  à  2  et  10%  pour  le  DOGS  et  les  particules  (C14COrn)2/ADN, 
respectivement) (Chittimalla et al., 2005).

IIIIII Encapsulation de l’ADN dans des  nanoparticulesEncapsulation de l’ADN dans des  nanoparticules    

Les deux premiers procédés (auto-assemblage et  dimérisation/polymérisation assistée) 
génèrent des nanoparticules, où l’ADN est associé à une matrice formée par des lipides ou des 
polymères  cationiques.  Un  troisième  concept  consiste  à  encapsuler  l’ADN  au  sein  d’une 
vésicule formée d’une paroi, renfermant un cœur dans lequel l’ADN est encapsulé. Ce type de 
particules,  présentant  une  organisation  paroi/cœur,  peut  être  obtenu  par  des  procédés 
d’émulsion. Ces émulsions sont généralement réalisées avec des lipides ou des polymères, et 
permettent  de  former  des  vésicules  lipidiques  ou  des  nanoparticules  polymériques, 
respectivement.

III.1III.1 Vésicules lipidiquesVésicules lipidiques          : évaporation en phase-inversée: évaporation en phase-inversée    

Les premières vésicules lipidiques, capables d’encapsuler de l’ADN, ont été proposées 
par Szoka et Papahadjopoulos en 1978. Ces vésicules lipidiques ont été synthétisées dans le but 
de générer un vecteur synthétique capable d’encapsuler une quantité importante d’ADN au sein 
d’une vésicule caractérisée par un cœur aqueux, qui contient l’ADN, et d’une paroi formée par 
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la  bicouche  lipidique.  Les  constituants  de  ces  vésicules  sont  principalement  des 
phospholipides,  comme  la  phosphatidylcholine  (PC),  le  phosphatidylglycerol  (PG),  ou  la 
phosphatidylsérine (PS), et le cholestérol. 

Il a également été décrit l’emploi de surfactant, comme le SPAN 85 (sorbitane tri-oléate), 
le SPAN 60 (sorbitane mono-stéarate), le stéaryl-amine (1-octadecylamine) (III.1) (Vyas et al., 
2005 ; Szoka and Papahadjopoulos, 1978 ; Jain et al., 2005).

Procédé de synthèse des vésicules lipidiques     :  

Les lipides ont tout d’abord été préparés sous forme de film, qui est repris par une phase 
organique (di-éthyle éther) (III.1–1) dans laquelle les lipides sont solubles.
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Figure 38  : Représentation des structures chimique des lipides et des détergents utilisés pour la formation 
des micelles inversées.

La phase aqueuse est ajoutée, et forme un système composé de deux phases, la phase 
aqueuse contenant le principe actif (l’ADN) et la phase organique. Ce système est soumis à une 
brève  sonication  de  quelques  minutes,  donnant  ainsi  la  formation  d’une  émulsion  de 
gouttelettes  d’eau  stabilisées  par  une  monocouche  de  phospholipides  (III.1–3),  appelées 
« micelles ou phases inversées ». Le solvant est évaporé, et la phase inversée se transforme en 
un gel beaucoup plus visqueux (III.1–4), qui va progressivement s’agréger (III.1–5). 
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Figure 39  : Schéma représentatif de la formation des micelles inversées et des vésicules lipidiques. 1) lipides  
en solution dans la phase organique ; 2) ajout de la phase aqueuse ; 3) sonication et formation des 
micelles inversées ; 4) évaporation du solvant ; 5 et 6) dissociation de certaines micelles et formation  
de la double couche lipidique. (Szoka and Papahadjopoulos, 1978).

A ce point, le système est gardé sous une forte agitation magnétique, certaines micelles 
inversées  éclatent  et  libèrent  leur  contenu,  ainsi  l’excès  de  lipide  présent  dans  le  système 
contribue à  former autour des micelles inversées restantes une deuxième couche de lipide, 
formant ainsi des vésicules caractérisées par un cœur aqueux renfermant le principe actif et 
d’une paroi constituée par la bicouche lipidique.

L’explication du procédé de synthèse des micelles inversées (III.1) n’a pas été vérifiée 
par des méthodes physiques et est une interprétation de Szoka et Papahadjopoulos. Les autres 
études qui ont utilisé cette technique pour des applications dans le transfert de gène n’ont pas 
caractérisé plus en détail la formation de ces micelles inversées (Vyas et al., 2005, Jain et al., 
2005, Fraley et al., 1980, Uchida et al., 1988). Les seules propriétés physico-chimique étudiées 
pour ce type d’émulsion sont le potentiel zêta, la mesure de taille et le taux d’encapsulation de 
l’ADN.

Caractérisation des vésicules formées     :  

Les vésicules lipidiques proposées par Szoka et  Papahadjopoulos sont  constituées du 
mélange lipidique PC/PG avec ou sans cholestérol.  La taille de ces particules est  comprise 
entre 200 et 1000 nm (moyenne à 460 nm) ou entre 100 et 300 nm en présence ou en absence 
de cholestérol, et ont montré une capacité d’encapsulation de nucléotides (ARN 25S) d’environ 
40% (Szoka and Papahadjopoulos, 1978) (III.1).
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A BA B

Figure 40  : Visualisation par microscopie électronique des vésicules PC/PG/cholestérol avant (A) et après  
filtration (B) (Szoka and Papahadjopoulos, 1978).

 Jain et al. ont proposé l’utilisation de détergent tel que le SPAN 60 pour synthétiser des 
vésicules lipidiques (III.1). Le SPAN 60 est un surfactant insaturé qui permet de former des 
bicouches  lipidiques  plus  stables (de  part  sa  faible  fluidité).  Les  vésicules  obtenues par  le 
mélange lipidique stéaryle-amine/SPAN 60/cholestérol présente un potentiel zêta positif, une 
taille de 2,32 ± 0,48 µm avec un taux d’encapsulation d’ADN de 67,2 % (Jain et al., 2005).

Vyas  et al.  ont proposé la synthèse de « niosomes », pour « non-ionic surfactant based 
vesicles » an anglais, en utilisant comme constituants des vésicules, le surfactant SPAN 85 et le 
cholestérol. Les vésicules lipidiques formées présentent une taille de 2,3  ± 0,15 µm avec un 
taux d’encapsulation de 45,4 ± 2,8 % (Vyas et al. 2005).

Les  vésicules  lipidiques  présentent  l’avantage  d’encapsuler  des  macromolécules 
hydrophiles avec des taux d’encapsulation proche de 50 %. Plusieurs études ont utilisé les 
vésicules lipidiques dans des expériences de transfert  d’ADN dans un contexte  de vaccins 
ADN. Les transfections réalisées in vitro (Fraley et al., 1980) et in vivo (Vyas et al., 2005 ; Jain 
et al.,  2005) ont  montré  le  potentiel  futur de ces vésicules lipidiques dans  un contexte  de 
transfert d’ADN.

III.2III.2 Nanoparticules de polymèreNanoparticules de polymère          : l’émulsion par évaporation de solvant: l’émulsion par évaporation de solvant    

Le  procédé  d’émulsion  est  un  des  systèmes  largement  utilisé  dans  le  domaine 
pharmaceutique pour obtenir des microparticules et des nanoparticules capables de véhiculer 
des  principes  actifs.  De  nombreuses  études  ont  publié  l’efficacité  de  ces  systèmes  dans 
l’encapsulation de l’ADN dans des microparticules (Jones  et al., 1997 ; Wang  et al., 1999 ; 
Hao et al., 2000 ; Zuang et al., 2002 ; Mohamed et al., 2006 ; Dune et al., 2003). Cependant les 
nanoparticules se sont avérées plus efficaces que les microparticules dans le transfert de gène 
(Prabha  et al., 2002), c’est pourquoi seuls les procédés ayant permis l’encapsulation d’ADN 
dans  des  nanoparticules  seront  abordés.  Les  nano-émulsions  sont  des  systèmes  colloïdaux 
synthétiques  de  type  vésiculaire,  constitués  par  un  noyau  central  (appelé  le  cœur  de  la 
nanocapsule) qui est le plus souvent de nature lipophile mais aussi hydrophile, dans lequel le 
principe actif est solubilisé. Le cœur de la particule est entouré par une paroi mince, constituée 
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de  polymère  ou  de  lipide.  Deux  types  d’émulsion  sont  utilisés  pour  préparer  les  nano-
émulsions : la technique de double-émulsion et la technique d’émulsion-diffusion du solvant. 

Synthèse de nano-émulsion par double-émulsion

L’émulsion la plus utilisée est l’émulsion « huile dans l’eau » (H/E) donnant des nano-
émulsion à cœur huileux. Cependant, cette émulsion permet d’encapsuler principalement des 
substances  lipophiles.  Ainsi,  pour  permettre  l’encapsulation  de  molécules  hydrophiles,  la 
technique de « double-émulsion » a été mise en œuvre, et comme son nom l’indique, elle se 
déroule en deux étapes.  La première consiste à générer une émulsion, dite primaire, « eau dans 
l’huile » (E/H) par émulsion de la phase aqueuse qui contient l’ADN, dans la phase organique 
(constituée par un solvant non-miscible à l’eau) qui contient le polymère (III.2). L’émulsion 
E/H  est  générée  par  sonication,  et  est  favorisée  par  une  phase  aqueuse  ayant  un  volume 
inférieur à la phase organique. Cette première émulsion E/H est ajoutée, à une phase aqueuse, 
qui  contient  le  stabilisateur,  pour  former  une  émulsion  « eau  dans  l’huile,  dans  l’eau » 
((E/H)/E) (III.2). L’émulsion finale (E/H)/E est gardée environ 20 heures sous agitation pour 
permettre l’évaporation du solvant et les particules formées peuvent être récupérées par ultra-
centrifugation. Les particules sont ensuite lavées et resuspendues dans de l’eau distillée avant 
d’être  lyophilisées.  Pour  obtenir  des  particules  de  l’ordre  du  nanomètre  cette  technique 
nécessite  l’utilisation  d’importante  forces  de  cisaillement  (sonication,  procédé  en  plusieurs 
étapes), et ce « stress » est plus ou moins toléré par les macrommolécules biologiques comme 
l’ADN. Cette technique à l’avantage de présenter des taux d’encapsulation de l’ADN assez 
important par rapport aux autres types d’émulsion.
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Figure 41  :  Procédé  de  l’émulsion  et  de  la  double  émulsion.  L’émulsion  simple  et  l’émulsion-diffusion  
consiste a créer une émulsion en mélangeant une phase aqueuse et une phase organique (contenant  
le polymère et l’ADN) par sonication ou forte agitation. L’émulsion est gardée sous agitation jusqu’à  
évaporation  du  solvant,  pour  donner  une  émulsion  huile  dans  l’eau  (H/E).  La  double  émulsion 
consiste dans une première étape à générer une émulsion eau dans l’huile E/H. Cette émulsion est  
ensuite  mélangé  à  une  solution  aqueuse  et  permet  par  agitation  ou  sonication  de  former  une 
émulsion eau dans l’huile dans l’eau (E/H)/E. Cette émulsion est conservée sous agitation jusqu'à  
évaporation du solvant (adapté de Bala et al., 2004).

Technique d’émulsion-diffusion  de solvant
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La technique d’émulsion-diffusion du solvant est généralement utilisée pour encapsuler 
des molécules lipophiles et s’avère assez inefficace pour encapsuler des molécules solubles en 
milieu aqueux. Récemment, plusieurs groupes de recherche ont utilisés des polymères modifiés 
et  ont  permis l’encapsulation d’ADN dans des  particules  par cette  technique (Oster  et al., 
2006 ; Csaba et al., 2005 ; Anderson et al., 2005). L’émulsion est générée par ajout de la phase 
organique qui contient le polymère et l’ADN, à la phase aqueuse qui contient le stabilisateur 
par simple agitation magnétique (III.2). L’émulsion est gardée sous agitation quelques heures 
pour permettre l’évaporation du solvant. La formation des particules s’effectue spontanément 
au moment de l’ajout de la phase organique, contenant le polymère et l’ADN, dans la phase 
aqueuse, et forme une émulsion de type « huile dans l’eau » (H/E). Dans cette technique, les 
particules contiennent le solvant, le polymère et l’ADN. Le solvant va diffuser des particules 
vers la  phase aqueuse,  créant  des  turbulences  à  l’interface des  particules,  donnant  ainsi  la 
formation de particules de petite taille sans l’utilisation de force de cisaillement importantes.

Les composants constituant les nano-émulsions

Les polymères. Différentes types de polymères naturels ou synthétiques ont été employés 
pour  former les  nano-émulsions,  mais  seuls  certains  d’entre  eux sont  biocompatibles (Jain 
2000).  Les polymères les plus  fréquemment rencontrés pour  la  synthèse de nano-émulsion 
contenant  de  l’ADN sont  le  PLA (poly(lactic-acid)),  le  PGA (poly(glycolic  acid))  et  leur 
copolymère le PLGA (Poly(glycolactic-acid) (III.2).

Ces polymères sont connus pour être biodégradables, biocompatibles, et  non-toxiques 
puisqu’ils sont utilisés pour des applications biomédicales depuis plus de 20 ans (Bala et al., 
2004). Les produits de dégradation du PLGA sont l’acide lactique et l’acide glycolique qui sont 
facilement métabolisables in vivo via le cycle de Krebs.
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Figure 42 : Polymères  utilisés  pour  la  synthèse  de  nano-émulsions.  Les  polymères  PGA,  PLA  sont  des  
polymères biodégradables.

Les  solvants.  L’utilisation  de  solvants  organiques  dans  le  développement  de 
nanoparticules  biodégradables  est  un  point  délicat.  Tout  d’abord,  l’indice  de  solubilité  du 
solvant  dans  l’eau  et  sa  capacité  à  solubiliser  le  polymère  et  l’ADN ont  un  impacte  très 
important sur la taille des particules et le taux d’encapsulation.

Le choix du solvant dépend de la technique d’émulsion choisie. La technique de double-
émulsion  nécessite  des  solvants  organiques  insolubles  dans  l’eau  comme  le  chlorure  de 
méthylène ou le  chloroforme,  et  la  technique par  émulsion-diffusion du solvant utilise  des 
solvants  organiques  qui  sont  partiellement  solubles  dans  l’eau  comme  l’acétone,  l’alcool 
benzylique ou le DMSO (Bala et al., 2004).

Les  stabilisateurs.  Les  stabilisateurs  sont  indispensables  pour  la  formation  des 
nanoparticules car la formation de particule de si  petite taille induit  d’importantes tensions 
interfaciales, qui entraîne le système vers une fusion des particules pour diminuer l’énergie du 
système.  L’adsorption du stabilisateur  à  l’interface  de la  particule  permet  de diminuer  ces 
tensions interfaciales ainsi que l’énergie du système. Le stabilisateur le plus couramment utilisé 
est le poly(vinyl-alcool) (PVA) et il  a été montré que la formation de particules sans PVA 
donnait  des  particules  d’une taille  supérieure à  1  µm (Vandervoort  et al.,  2002).  D’autres 
polymères, biodégradables, ont été référencés comme des stabilisateurs potentiels : des dérivés 
de la cellulose, la gélatine A et B et les poloxamères et les poloxamines (Bala  et al., 2004 ; 
Csaba et al., 2005).

Propriétés physico-chimiques des nanoparticules

♦ Taille et charge de surface des nanoparticules :
Les  nanoparticules  préparées  par  la  technique  de  double-émulsion  ou  par  émulsion-

diffusion avec du PLGA sont des particules dont la taille moyenne est comprise entre 100 et 
400 nm et  dépend de la  concentration en PVA (Perez  et al.,  2001 ;  Panyam  et al.,  2002 ; 
Prabha et al., 2002 ; Sahoo et al, 2002). L’augmentation de la concentration en PVA dans la 
phase aqueuse entraîne une diminution de la taille des particules. En effet,  il  a été montré 
qu’une augmentation de la concentration en PVA (>2,5% (m/v)), augmentaient les propriétés 
de surfactant du PVA, et la viscosité de la phase aqueuse augmentent ce qui stabilisent les 
particules (Sahoo et al., 2002). 

Les  particules  de  PLGA  formées,  présentent  généralement  une  charge  de  surface 
négative (entre –20 et –28 mV). La présence d’ADN ne modifie pas dramatiquement la valeur 
du potentiel zêta, par contre en absence de PVA le potentiel zêta diminue jusqu’à –45 mV. Le 
potentiel zêta négatif des nanoparticules « blanche » a été attribué à la présence de groupes 
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carboxyliques ionisés à la surface des particules. De plus, d’autres auteurs ont montré que le 
potentiel zêta des particules (en présence ou non d’ADN) pouvait passer d’une valeur positive 
à  une  valeur  négative  en  fonction  du  pH (Panyam  et  al.,  2002,  Sahoo  et  al.,  2002).  Les 
particules présentent une charge de surface positive pour des pH inférieurs à 4 et négative pour 
des pH supérieurs à 4,5 (Panyam et al., 2002).

♦ Morphologie des nanoparticules :
La  morphologie  des  nanoparticules  observée  par  les  différentes  techniques  de 

microscopie montre la formation de sphères régulières qui présentent une surface lisse. La III.2 
présente des particules formées par la technique de double-émulsion, et visualisées par SEM (A 
et B) et par TEM (C). La double-émulsion est nettement visible sur la III.2–B, chaque particule 
renferme une émulsion de gouttelettes d’eau dans le polymère. 

A B C

Figure 43  : Visualisation de microparticules blanches (A et B) et de nanoparticules contenant de l’ADN (C)  
par microscopie électronique obtenues par double-émulsion (Iwata and McGinity, 1992 (A et B) et  
Perez et al., 2001 (C)).

Les  nanoparticules  formées  par  la  technique  d’émulsion-diffusion  se  présentent 
également sous forme de sphères avec une surface pas toujours régulière (III.2 A et B). 

A B

C D
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Figure 44  : Visualisation  par microscopie électronique (TEM) (A et B) de nanoparticule de PLGA blanche 
(A) et  contenant de l’ADN (B) et  visualisation par AFM (C et  D) de nanoparticule de PLGA  
contenant de l’ADN (C et D) (Oster et al., 2006 ; Csaba et al., 2005).

D’une  manière  générale,  les  nanoparticules  de  PLGA  sont  sphériques  et  présentent 
toujours une charge globale de surface négative, qu’elles soient formulées en présence ou non 
d’ADN. De plus, les nanoparticules qui se caractérisent par une taille inférieure au micromètre, 
présentent un avantage majeur pour des applications de transfert d’acides nucléiques. En effet, 
il a été montré que l’internalisation dans des cellules Caco-2, de particule d’une taille de 100 
nm était 2,5 et 6 fois supérieure à celle des microparticules de 1 et 10 µm, respectivement. 

Potentiel des nanoparticules pour le transfert d’acide nucléiques

L’internalisation et  la distribution des nanoparticules ont été étudiées sur des cellules 
musculaires lisses et des cellules endothéliales de vaisseaux sanguins (Panyam et al., 2002 ; 
Panyam  et  al.,2003 ;  Davda  et  al.,  2002).  Les  résultats  ont  montré  que  les  nanoparticules 
entraient dans la cellule par endocytose, et plus particulièrement par pinocytose et endocytose 
dépendante  de  la  clathrine.  De  plus,  les  nanoparticules  ont  la  capacité  de  s’échapper 
rapidement des endosomes pour se retrouver dans le cytoplasme de la cellule.

Une autre étude a montré que l’efficacité de transfection des nanoparticules contenant un 
gène rapporteur, sur des cellules en culture, restait inférieure à celle obtenue en présence de 
lipoplexes. Cependant, les nanoparticules ont permis une transfection in vivo d’une à deux fois 
supérieure par rapport aux lipoplexes, et l’expression a été maintenue jusqu’à 28 jours après la 
transfection  (Cohen  et  al.,  2000).  Cependant,  le  transfert  de  gène  avec  les  nanoparticules 
présentent  une  limite.  En  effet,  le  taux  d’encapsulation  des  molécules  d’ADN  dans  les 
nanoparticules est plus faible que celui des polyplexes et des lipoplexes (Panyan et al., 2003), 
ce qui  limite  la  quantité  d’ADN délivré.  Ainsi,  pour  administrer  une  quantité  satisfaisante 
d’ADN, il faut augmenter le volume, et donc la quantité, de nanoparticules. Les nanoparticules 
ne présentent pas de toxicité apparente aussi  bien  in vitro qu’in vivo (Davda  et al.,  2002 ; 
Guzmann  et  al.,  1996 ;  Labhasetwar  et  al.,  1998),  et  l’augmentation  de  la  quantité  de 
nanocapsule n’a pas conduit à une toxicité associée à l’administration des nanoparticules.
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Le développement de nouveaux vecteurs synthétiques représente aujourd’hui un enjeu 
majeur, et l’analyse de la littérature a permis de classer les vecteurs synthétiques selon leur 
mode d’assemblage avec les acides nucléiques. Ainsi, les trois différents modes d’assemblages 
qui  ont  pu  être  distingués  sont :  (1)  les  systèmes  auto-assemblés,  (2)  l’ADN,  support  de 
synthèse du vecteur synthétique et (3) l’utilisation de procédés d’émulsion.

L’objectif de ma thèse a été de développer de nouveaux vecteurs synthétiques en utilisant 
les  deux premiers  modes  d’assemblages.  Dans  la  classe  des  systèmes auto-assemblés,  une 
nouvelle classe de lipides cationiques dérivés de composés naturels, les aminoglycosides, a été 
développée pour le transfert  in vitro de petits fragments d’ARN, les siARN. L’efficacité de 
transfection  des  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  a  été  comparée  à  celle  de  lipides 
couramment  utilisés  pour  transférer  des  molécules  d’ADN.  Puis,  l’analyse  des  propriétés 
physicochimiques des complexes de siARN a permis d’établir de nouvelles relations entre la 
structure  et  l’activité  des  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides.  Dans une  deuxième partie, 
toujours dans la classe des systèmes auto-assemblés, je me suis intéressée au développement 
d’un  système  de  vectorisation  synthétique  dans  le  poumon.  Pour  développer  un  nouveau 
système de vectorisation, nous avons choisi de changer radicalement la structure moléculaire 
du vecteur, en utilisant une nouvelle classe de polymères amphiphiles, les copolymères à blocs. 
A la  différence des vecteurs  cationiques,  qui  présentent une importante densité de charges 
positives,  ces  copolymères  sont  non-ioniques  ou  faiblement  chargés  positivement  et  sont 
amphiphiles.  L’objectif  était  d’évaluer  le  potentiel  de  ces  nouveaux  copolymères  pour  le 
transfert de gènes dans les poumons. Deux classes de copolymères ont été étudiées, les triblocs 
et les tétrafonctionnalisés.

Parmi  les  vecteurs  synthétiques  qui  appartiennent  à  la  classe  des  systèmes  auto-
assemblés, certains chercheurs se sont intéressés à introduire des groupements sensibles au pH, 
ou  aux  potentiels  redox.  Cependant,  à  ce  jour  aucune  fonction  de  type  pH-sensible  n’a 
réellement apporté un changement significatif de l’efficacité de transfection d’un gène. C’est 
pourquoi  nous  avons  pensé  qu’un  vecteur  qui  serait  entièrement  dégradable  à  pH  acide 
apporterait des fonctions innovantes dans ce domaine. Nous avons trouvé que les hydroxydes 
doubles  lamellaires  (HDL)  étaient  de  très  bon  candidat  pour  former  un  matériau  hybride 
HDL/ADN  entièrement  dégradable  à  pH  acide.  Les  HDL  sont  des  feuillets  hydroxydes 
inorganiques,  dégradables  à  pH acide,  entre  lesquels  s’intercalent  des  espèces  anioniques. 
L’objectif était de déterminer les conditions de synthèse des HDL pour former des matériaux 
hybrides  HDL/ADN,  où  les  molécules  d’ADN  seraient  intercalées  entre  les  feuillets 
inorganiques. Ce type de synthèse fait appel au deuxième mode d’assemblage où l’ADN est 
utilisé comme support de synthèse des HDL.
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Acides Nucléiques     :  

Les plasmides pCMV-luc (Ferrari et al., 1997), pCMV-LacZ (BD Biosciences Clontech, 
Palo  Alto,  CA),  pCIK-Cat  (gracieusement  donné  par  D.  Gill,  Oxford,  UK)  contiennent 
respectivement  les  gènes  rapporteurs  de  la  luciférase,  de  la  β-Galactosidase  et  de  la 
chloramphénicol-acéthyl-transférase  (CAT)  et  sont  tous  contrôlés  par  un  promoteur  CMV 
d’origine humaine. Le plasmide pTER a été élaboré par insertion du promoteur H1 modifié 
entre les sites de coupures BglII and HindII dans le plasmide pCDNA4TO (Invitrogen Life 
technologies, Carlsbad, CA, USA). Le plasmide pTER code pour un siARN de type hairpin 
dirigé contre l’ARNm de la GFP.

Les plasmides ont été amplifiés chez E.Coli et purifiés sur des colonnes de purification 
EndoFree (Qiagen, Chatsworth, CA).

Les fragments d’ADN de 6000 à 8000 pb (ADNL) proviennent d’ADN de thymus de 
veau (Sigma, D1626) et sont stockés en solution aqueuse à 5 mg/ml. Les fragments d’ADN de 
100  à  500  pb  (ADNS),  stockés  à  10  mg/ml,  ont  été  obtenus  par  une  extraction  phénol-
chloroforme (v/v) à partir d’ADN de testicules de Harengs (Sigma, D6898). 

 
Les  siARN  anti-GFP  et  Control  sont  marqués  à  la  Rhodamine   en  3’  et  en  5’ 

respectivement (Qiagen (Chatsworth, CA, USA). Le siARN anti-GFP non marqué a été fourni 
par Eurogentec (Seraing, Belgium). Les siARN anti-GFP présentent la séquence sens suivante : 
CAAGCUGACCCUGAAGUUCAU qui est complémentaire de l’ARNm du gène de la GFP. 
Le siARN Control dont la séquence sens est la suivante : UUC UCC GAA CGU GUC ACG 
Ud(TT) ne présente pas de complémentarité avec le reste du génome. 

Vecteurs synthétiques     :  

Lipides     cationiques :   
La  synthèse  des  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  a  été  décrite  précédemment 

(Sainlos  et al.,  2004, 2005). Les aminoglycosides utilisés pour la synthèse de leurs dérivés 
lipidiques  sont  la  tobramycine,  la  kanamycine,  la  paromomycine  et  la  néomycine  dont  le 
nombre  de  groupements  amines  protonables  par  molécule  sont  de  4,  3,  4  et  de  6, 
respectivement.

Le lipide cationique BGTC (bis-guanidinium-tren-cholesterol) est caractérisé par deux 
charges  positives  portées  par  les  groupements  guanidinium dont  la  synthèse  a  été  décrite 
précédemment  (Vigneron  et  al.,  1996).  Le  lipide  cationique  DC-Chol  (3Beta[N-
(N’,N’-dimethylaminoethane)-Carbamol]),  portant  une  charge  positive  par  molécule,  a  été 
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fourni par Avanti® Polar Lipids, Inc (Alabaster, AL, USA). Les lipides cationiques BGTC et 
DC-Chol et les dérivés lipidiques d’aminoglycosides ont été préparés sous forme de liposome 
en  présence  d’un  co-lipide  neutre  la  DOPE  (DioleoylPhosphatidylEthanolamine  (DOPE) 
(Avanti® Polar  Lipids  Inc, Alabaster,  AL,  USA).  Le  lipide  cationique  et  la  DOPE  sont 
mélangés dans une solution de chloroforme, qui  est  évaporée sous vide.  Le film lipidique 
formé est  resuspendu dans  de  l’eau  distillée  pendant  24 heures  à  4°C,  puis  vortexé.  Les 
liposomes sont formés dans un bain à ultra-sons pendant 10 minutes. Les concentrations finales 
des  liposomes  formés  sont  de  5,  20  et  de  41.5  mg/ml  et  le  rapport  molaire  lipide 
cationique/DOPE était de 1:1, 3:2 et de 3:2 pour les dérivés lipidiques d’aminoglycosides, le 
BGTC/DOPE et le DC-Chol/DOPE, respectivement.

Les agents de transfection pour le transfert  de siARN disponibles dans le  commerce 
comme le RNAiFectTM (Qiagen, Chatsworth, CA, USA), le X-tremeGENE siRNA Transfection 
reagent (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) et la LipofectamineTM 2000 (Invitrogen Life 
technologies, Carlsbad, CA, USA) ont été utilisés selon les données du fournisseur.

 Polymères     :   
L’homopolymère cationique polyéthylènimine (PEI) 25 kDa (Sigma, St Louis, MO) a été 

préparé  à  une  concentration  de  10  mM.  Les  copolymères  à  blocs  Lutrol® 
(poly(éthylèneoxyde)75-poly(propylèneoxyde)13-  poly(éthylèneoxyde)75),  le  PE6400 
(poly(éthylèneoxyde)13-poly(propylèneoxyde)30-  poly(éthylèneoxyde)13)  et  le  704 
([poly(éthylèneoxyde)13-poly(propylèneoxyde)30]2-ethylènediamine-[poly(éthylèneoxyde)13-
poly(propylèneoxyde)30]2 ont  été  gracieusement  fournis  par  BASF (Mount  Olive,  NJ).  Les 
solutions mères ont été préparées en solution aqueuse à 20% en polymère (m/v) et stockées à 
4°C.

Formulation des acides nucléiques avec les vecteurs synthétiques     :  

Formulation des acides nucléiques avec les polymères :
Les  complexes  polymère/ADN  sont  obtenus  par  un  mélange  équivolumétrique  du 

polymère  en  solution  aqueuse,  avec  les  acides  nucléiques.  Pour  les  formulations  avec  le 
Lutrol® et le PE6400, l’ADN plasmidique a été préparé à la concentration souhaitée dans une 
solution à 20 mM en HEPES (pH 7,4). Pour le PEI, l’ADN plasmidique a été préparé dans une 
solution à 10 mM en HEPES (pH 7,4) et les siARN dans une solution à 300 mM en NaCl. 
Dans le cas des formulations avec le 704, l’ADN a été préparé dans une solution de Tyrode 2X.

Formulation des acides nucléiques avec les lipides     :  
La formulation de l’ADN plasmidique et des siARN avec les lipides cationiques (dérivés 

lipidiques d’aminoglycosides, BGTC/DOPE, DC-Chol/DOPE) sont obtenus par un mélange 
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équivolumétrique  du  lipide  en  solution  aqueuse  avec  les  acides  nucléiques  en  solution 
concentrée à 300 mM en NaCl. 

Synthèse des HDL     :  
La préparation des matériaux hybrides HDL/ADN par la méthode de co-précipitation a 

consisté en l’ajout simultané de deux solutions, celle de métaux (MgGa, MgFe ou MgAl) et 
celle de soude (NaOH), à la solution d’ADN, sous agitation magnétique et flux d’azote. Tout 
d’abord l’effet de la composition du feuillet hydroxydes (M2+= Mg ; M3+=Al, Fe ou Ga) et la 
température  de  synthèse  (température  ambiante,  50°C  et  60°C)  ont  été  évalués.  Cette 
optimisation à été réalisée pour des fragments d’ADN de 100 à 500 pb et pour des rapports 
molaires R = M2+/M3+ et M3+/ADN de 2/1.

Ensuite, la synthèse des matériau hybrides HDL/ADN en présence des fragments d’ADN 
de 6000 à 8000 pb a été réalisés avec les conditions optimales déterminées pour les petits 
fragments d’ADN, avec la phase MgGa préparé à 50°C. Enfin, l’effet de la variation du rapport 
molaire Mg2+/Ga3+ (R = 2, 3, 4 ou 5) a été étudié à 50°C.

Dans toutes les synthèses la concentration des solutions de métaux était de 0,033 et le pH 
a été ajusté à 10 au cours de la réaction par l’ajout contrôlé d’une solution de soude à 0,1M. A 
la fin de l’ajout de la solution contenant les métaux, les HDL sont maintenues sou agitation 
pendant 48 heures. Dans le cas des analyses aux rayons X, les HDL sont centrifugées à 13000 
rpm  pendant  30  min  et  le  culot  est  lavé  une  fois  avec  de  l’eau  distillée,  puis  séché  à 
température ambiante.  Les  phases  M2+M3+/NO3

-,  la  synthèse a  été  réalisée dans les  mêmes 
conditions mais la solution d’ADN a été remplacée par de l’eau.

Caractérisation physicochimique des complexes vecteurs synthétiques/ADN     :  

Migration sur gel d’agarose     :  
Les gels d’agarose ont été préparés à 1% en agarose dans une solution de Tris-Acétate-

EDTA (TAE)  contenant  40  mM de  Tris-Acétate,  1mM d’EDTA (pH 8,3)  et  du  bromure 
d’éthidium (BET - Sigma, St Louis, MO, USA) à 5 µM. Le TAE a été utilisé comme tampon 
pour l’électrophorèse et  les échantillons ont été mélangé au tampon de charge OrangeBlue 
(Promega, Madison, WI, USA).

Mesure de la fluorescence du BET     en solution :  

Les  mesures  de  fluorescence  du  BET ont  été  réalisées  sur  un  spectrofluorimètre  Kontron 

SFM25 en utilisant une longueur d’onde d’excitation de 260 nm et d’émission de 590 nm. 

Un microlitre d’une solution de BET à 1 mg/ml a été ajouté à 1 ml de la solution contenant les 

complexes. Les mesures ont été réalisées dans une cuve en quartz SUPRAZIL de 0,5 ml, et 10 

mm de côté (Hellma, France).
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Diffusion quasi-élastique de la lumière     : mesure de la taille des complexes     :  

Les  mesures de taille  des complexes ont  été  réalisées sur  un Zetasizer 300HSA (Malvern, 

Worcestershire, United Kingdom) at 20°C. Les échantillons ont été préparés à 10 µg/ml en 

acides nucléiques et la quantité souhaitée de lipides cationiques. La mesure a été réalisée sur un 

échantillon de 1 ml dans une cuve de 1 cm de côté, après une incubation de 10 minutes des 

échantillons à température ambiante.

Cryo-microscopie à transmission (Cryo-TEM)     :  

5 µl de l’échantillon a été déposé sur une grille en cuivre, et plongé dans un bain d’éthane 

liquide  refroidi  à  l’azote  liquide  (Leica  EM  CPC).  L’observation  a  été  réalisée  avec  un 

microscope FEI Tecnai F20 à 200 kV, avec un agrandissement initial de 50000X. Les images 

sont enregistrées à l’aide d’une caméra CCD 2Kx2K Gatant. 

Diffraction au rayon X     :
Les spectres de diffraction au rayon X ont été enregistrés à température ambiante sur un 

diffractomètre D501 Siemens possédant une radiation Cu Kα (λ = 1.5418 Å). Les mesures ont 
été réalisées sur un intervalle de 2θ compris entre 2 et 75°, par palier de 0.03°, toutes les 10 
secondes.

Analyses thermogravimétriques     :  
Les analyses thermogravimétriques (TGA) ont été réalisées sur un Thermo-Gravimètre 

Setaram TGA 92.  Les thermographes  ont  été  enregistrés sous atmosphère confinée sur  un 
intervalle de température de 25 à 800°C par palier de 5°C/minutes.

Transfection     in vitro :  

Cultures cellulaires     :

Les cellules d2GFP (obtenue à partir de la lignée H1299 : carcinome de cancer de poumon 

humain), les cellules HeLa (cellules tumorales issues d'un carcinome du col utérin) ont été 

cultivées en flasques, sous atmosphère humidifiée à 37°C et un pourcentage de CO2 à 5%, dans 

un milieu de culture D-MEM  (GIBCO, Invitrogen Life technologies, Carlsbad, CA, USA) 

complété par du sérum de veau fœtal (SVF) à 10% (Eurobio, Courtaboeuf, France), du Glucose 

(4500  mg/l),  de  la  l-Glutamine  (mM),  du  Pyruvate  (mM)  et  un  mélange 

streptomycine/pénicilline (GIBCO, Invitrogen Life technologies, Carlsbad, CA, USA) à 1%. 
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Transfection des complexes lipides/acides nucléiques les cellules d2-GFP :

Le  milieu  de  culture  des  d2GFP  a  été  supplémenté  en  généticine  à  0,8  mg/ml  (GIBCO, 

Invitrogen Life technologies, Carlsbad, CA, USA). Un jour avant la transfection, les cellules 

sont transférées sur une plaque de culture de 24 puits à 65000 cellules/ml pour obtenir une 

confluence  de 70-80% le  jour  de  la  transfection.  Les  complexes  lipides  cationiques/acides 

nucléiques sont préparés 10 minutes avant la transfection et 50 µl des complexes sont ajoutés à 

500 µl de milieu dépourvu de sérum et de généticine. Deux heures après la transfection le 

milieu est remplacé par 1 ml de milieu à 10% en SVF et 1% en streptomycine/pénicilline. 

Toutes les transfections ont été réalisées en triplicate.

Dans le cas des cinétiques d’expression, les transfections ont été réalisées de la même manière 

avec les modifications suivantes. Après la transfection, les cellules ont été repiquées tous les 

trois jours dans une nouvelle plaque 24 puits pour atteindre une confluence de 90% le jour du 

dosage protéique. Les transfections ont été réalisées en triplicate et l’expression de la GFP a été 

mesurée 1, 2, 3, 5, 6 et 9 jours après la transfection.

Transfection des hybrides HDL/ADN sur les cellules HeLa :

Les  cellules HeLa ont été incubées en présence des HDL/ADN (q.s.p 3 µ d’ADN par puits) en 

plaque 24 puits, pendant 2h à 37°C dans 300 µl d’OPTI-MEM. Le milieu est ensuite aspiré 

puis les cellules sont lavées 3 fois au PBS et fixées dans du paraformaldéhyde 4% pendant 20 

minutes à température ambiante. Les cellules sont lavées avec 1 ml de PBS puis montées sur 

une lame support en présence de Vectachield contenant du DAPI.

Transfection in vivo     :  

Animaux     :  

Des souris femelles Swiss et BALB/c ont été obtenues à l’âge de 8 semaines (Elevage 

Janvier, Le Genest Saint Isle, France). 

Administration intra-trachéale     :  

Les souris ont été anesthésiées par une injection intra-péritonéale d’une solution de 

kétamine (70 mg/kg)  et  de xylazine (15 mg/kg).  Après l’anesthésie,  100 µl  de la solution 

d’ADN nu ou complexée a été instillée directement dans les poumons par l’intermédiaire d’un 

cathéter (22G). Pour l’administration des complexes par aérosolisation, les complexes (100 µl) 
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ont  été  administrés  via  un  Microsprayer® (Penn-Century,  Philadelphia,   PA).  La  solution 

contrôle est une solution à 10 mM en HEPES, pH 7,4.

Dosage et détection de l’expression des gène rapporteurs et des protéines     :  

Dosage fluorimétrique de la GFP     :  
Vingt quatre heures après la transfection, les cellules sont lavées deux fois avec 500 µl de PBS, 

puis  lysées  dans  300  µl  du  tampon  de  lyse  Reporter  Lysis  1X  Buffer  (RLB)  (Promega, 

Madison,  WI)  complété  avec  un  cocktail  d’anti-protéase  (Roche  Diagnostics,  Mannheim, 

Germany). La lyse complète des cellules a été assurée by un cycle de refroidissement -80°

C/20°C. Chaque échantillon est transféré dans un tube eppendorf, puis centrifugé 5 minutes à 

10000 g. La mesure de la fluorescence de la GFP a été réalisée sur un aliquot de 180 µl du 

surnageant  à  l’aide d’un lecteur  multi-plaque Victor2 (Perkin Elmer,  Les Ulis,  France).  La 

fluorescence a été mesurée pour une longueur d’onde d’excitation de 485 nm et une longueur 

d’onde d’émission de 535 nm. L’intensité de la fluorescence est normalisée à la concentration 

en protéine totale de l’échantillon, dosée par une réaction de Biuret en utilisant le BCA assay 

kit  (Pierce,  Rockford,  IL,  USA).  L’expression  résiduelle  de  la  GFP  est  exprimée  en 

pourcentage de fluorescence par rapport à l’échantillon contrôl.

Dosage enzymatique de la Luciférase     :  

Les cellules, lysées de la même manière que pour le dosage de la GFP, ont été reprises dans 

200 µl  de RLB1X. L’activité de la Luciférase a  été  mesurée à  l’aide du Luciferase assay 

system (Promega, Madison, WI) où 100 µl du substrat de la Luciférase ont été mélangé à un 

aliquot de 20 µl de l’échantillon. L’activité de la Luciférase est mesurée par luminométrie sur 

le lecteur multi-plaque Victor2.  La gamme de référence a  permis de déterminer la  relation 

suivante entre le nombre de coup par seconde (cps) et la quantité de luciférase présente dans 

l’échantillon : ng(luciférase) = puissance ((cps/13.201),(1/0.8799).

Dosage de la protéine CAT par ELISA     :  

Les poumons des souris euthanasiées ont été immédiatement refroidis dans de l’azote liquide 

puis repris dans 1 ml de RLB1X. Les échantillons ont été homogénéisés par un broyage rapide 

des tissus, puis centrifugés 5 minutes à 10000 g, et la quantité de protéine CAT a été dosée sur 

un  aliquot  de  200  µl  du  surnageant  à  l’aide  du  kit  de  détection  CAT  enzyme-linked 
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immunosorbent assay (ELISA) (Roche Diagnostics). Une gamme de référence a été réalisée à 

chaque dosage.

Dosage des Interleukine-6     :  

La concentration en Interleukine-6 a été mesurée dans le sérum et le broyat pulmonaire des 

souris à l’aide du kit de détection Quantikine, mouse IL-6 qui est un dosage ELISA (R&D 

Systems, Minneapolis, MN).

Immunohistochimie et histopathologie des poumons     :  

Juste après l’euthanasie des souris, les poumons ont été perfusés avec une solution de 
fixation (paraformaldéhyde froid à 4% dilué dans du PBS). La trachée est ensuite ligaturée, 
puis les poumons ont été immergés dans une solution contenant la même solution de fixation. 
Les poumons sont maintenus à 4°C pendant 4 heures. Les poumons ont été ensuite rincés au 
PBS,  et  incubés  avec  le  réactif  X-Gal  (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside) 
pendant 12h à 37°. 

Pour  les  expériences  d’histopathologie  et  d’immunohistochimie  les  poumons  sont 
préparés comme ci-dessus (sans l’incubation dans le X-Gal), puis après le rinçage PBS, ils sont 
fixés dans un tampon à 10% en formaline. Ils sont ensuite inclus dans un bloc de paraffine et 
coupé en fines sections de 4µm. Les sections sont incubées dans une solution de Kernechtrot 
(hématoxyline-éosine)  pour  les  analyses  histopathologiques.  Pour  les  expériences 
d’immunohistochimie  les  anticorps  primaires  utilisés  sont  l’anti  CAT  polyclonal  (Rabbit) 
(Sigma, St Louis, MO, USA) et l’anti GFP polyclonal (Rabbit) (Chemicon, CA, USA) pour le 
marquage de la CAT et de la GFP respectivement. Ces anticorps sont ensuite couplés à l’anti 
Rabbit  IgG-Biotinylé  (Sigma,  St  Louis,  MO,  USA),  puis  à  la  Streptavidine-HRP  (Dako 
Cytomacion, Denmark).
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LES SYSTEMES AUTO-ASSEMBLESLES SYSTEMES AUTO-ASSEMBLES

II Inhibition d’expression par ARN interférenceInhibition d’expression par ARN interférence    

L’ARN  interférence  (ARNi)  est  un  outil  très  efficace  et  largement  utilisé  pour 
l’inhibition de l’expression d’un gène cible. Les molécules impliquées dans ce processus post-
transcriptionnel sont des petits brins d’ARN double-brins constitués de 21 à 25 paires de base 
(pb), appelés « small interfering » ARN (siARN) (Fire et al., 1998). Pour obtenir une inhibition 
maximale du gène cible, les siARN doivent être transportés jusqu’au cytoplasme de la cellule. 
Ainsi, différentes techniques de vectorisation ont déjà montré leur efficacité pour le transfert de 
siARN et actuellement, la technique la plus utilisée est basée sur l’utilisation des lipides et 
polymères  cationiques  qui  ont  déjà  montré  leur  efficacité  pour  le  transfert  de  molécules 
d’ADN.  Les  lipides  cationiques  développés  pour  le  transfert  de  molécules  d’ADN  sont 
composés  d’une  partie  hydrophobe,  d’un  bras  espaceur  et  d’une  tête  polaire  cationique 
(Templeton  et  al.,  1997).  De  nombreuses  études  ont  permis  d’étudier  les  caractéristiques 
structurales  des  complexes  vecteurs  synthétiques/ADN  et  ont  montré  que  les  interactions 
électrostatiques  entre  l’ADN  plasmidique  et  la  partie  polaire  des  lipides  cationiques 
conduisaient  à  la  formation  de  particules  qui  présentent  une  organisation  lamellaire  ou 
hexagonale  (Pitard  et  al.,  1997 ;  Koltover  et  al.,  1998).  Cependant,  les  caractéristiques 
structurales des complexes lipides cationiques/siARN n’ont  pas encore été  décrites dans la 
littérature, et il n’est pas évident que les relations qui existent entre la structure des complexes 
lipides/acides nucléiques et leur efficacité de transfection soient identiques pour l’ADN et les 
siARN.

Dans ce contexte,  une nouvelle  classe  de lipides  cationiques a  été  caractérisée,  et  le 
potentiel de ces molécules, à interagir de façon plus spécifique avec les siARN, a été évalué. 
Plus  précisément,  notre  objectif  était  de  déterminer  l’efficacité  de  dérivés  lipidiques 
d’aminoglycosides pour le transfert de siARN dans des cellules de mammifères en culture. Ces 
dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  sont  des  lipides  cationiques  qui  ont  la  particularité 
d’utiliser au niveau de la tête polaire un aminoglycoside comme groupement cationique, relié à 
deux chaînes aliphatiques dioléyl via un groupement espaceur succinyl (Belmont et al. 2002 ; 
Sainlos  et al.,  2004 et  2005).  De plus,  la  famille  des  aminoglycosides  offre l’avantage de 
pouvoir modifier la tête polaire en utilisant différents aminoglycosides comme la kanamycine, 
la tobramycine, la neomycine et la paromomycine, qui sont connus pour interagir de manière 
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spécifique  avec  l’ARN double  brin  et  plus  spécifiquement  avec  les  acides  nucléiques  qui 
présentent une hélice en conformation A.

Ainsi  l’utilisation  d’un  aminoglycoside  comme  groupement  cationique  a  permis  de 
générer des vecteurs synthétiques constitués de composés naturels.

Dans cette  étude,  les  molécules  de  siARN et  d’ADN ont  été  mélangées  aux dérivés 
lipidiques d’aminoglycosides et les propriétés physico-chimique des particules formées ont été 
étudiées et  comparées à  des particules obtenues avec un lipide cationique connu pour son 
efficacité dans le transfert d’ADN plasmidique, le BGTC-DOPE (Vigneron et al., 1996). La 
taille des particules a été mesurée par diffusion quasi-élastique de la lumière et la morphologie 
des particules a été visualisée par cryo-microscopie électronique à transmission (cryo-TEM). 
Ensuite,  les  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  ont  été  utilisés  pour  des  expériences 
d’inhibition de l’expression d’un gène ont été réalisées sur des cellules d2-GFP, qui expriment 
de façon stable la protéine fluorescente en vert (GFP), et qui appartiennent à la lignée H1299, 
cellules de cancer de poumon humain. Un siARN dirigé contre la GFP a été complexé en 
présence des différents dérivés lipidiques d’aminoglycosides et transfecté sur les cellules d2-
GFP. L’efficacité des différents aminoglycosides a été comparée à des agents de transfection 
de siARN disponibles dans le commerce et exprimée en fonction du rapport de charges dérivés 
lipidiques d’aminoglycosides/siARN et de la quantité de siARN.

Transfection des siARN avec les agents de transfection de l’ADNTransfection des siARN avec les agents de transfection de l’ADN

Nous avons tout d’abord évalué le potentiel des vecteurs cationiques couramment utilisés 
pour la transfection l’ADN plasmidique sur des cellules en culture, pour le transfert de siARN. 
Un siARN dirigé contre la protéine GFP a été complexés en présence des lipides cationiques 
BGTC-DOPE  et  DC-Chol-DOPE,  et  de  l’homopolymère  cationique,  le  PEI.  Vingt-quatre 
heures après la transfection l’inhibition de la GFP a été évaluée par mesure de la fluorescence 
résiduelle  dans  le  lysat  cellulaire,  exprimée  en  fonction  du  rapport  de  charges  vecteurs 
cationiques/siARN (+/-) (). Les résultats montrent que l’expression de la GFP diminue pour 
des rapports de charges vecteurs cationiques/siARN (+/-) croissants, et présente un minimum 
de 32, 52 et 55 % pour le BGTC-DOPE, le DC-Chol-DOPE et le PEI respectivement. Ainsi, le 
BGTC-DOPE apparaît être le vecteur le plus efficace comparé au PEI et au DC-Chol, pour 
inhiber l’expression de la GFP par transfert de siARN sur cellules d2-GFP.
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Figure 45  : Inhibition de l’expression de la GFP dans les cellules d2-GFP par RNA interférence. Le siARN 
dirigé contre la GFP a été complexé avec le BGTC-DOPE (●), le DC-Chol-DOPE () et le PEI (○) 
à différents rapports de charges +/- allant de 0 à 8. Les complexes (50 µl) contenant 400 ng de 
siARN ont été déposés dans 500 µl de milieu sans sérum. Deux heures après la transfection 500 µl de  
milieu  à  20%  en  sérum  ont  été  ajoutés.  L’expression  résiduelle  de  la  GFP  est  mesurée  par  
fluorescence 24 heures après la transfection. Chaque point représente la valeur moyenne et la SEM  
de 6 valeurs indépendantes.

Une expression résiduelle d’un niveau de 32% obtenue avec le BGTC-DOPE indique 
d’autre  part,  que  les  vecteurs  cationiques  communément  utilisés  pour  le  transfert  d’ADN 
plasmidique ne permettent pas d’obtenir une efficacité d’inhibition maximale d’un gène pour 
des cellules en culture et mettent en évidence la nécessité de définir de nouvelles molécules 
pour le transport de siARN.

Les dérivés lipidiques d’aminoglycosidesLes dérivés lipidiques d’aminoglycosides

Les dérivés lipidiques d’aminoglycosides ont été évalués pour le transfert de siARN in 
vitro et sont représentés sur la  . La partie hydrophobe de ces lipides est constituée de deux 
chaînes dioléyle reliées à un groupement succinyl, qui joue le rôle du bras espaceur, et la tête 
polaire  cationique  est  constituée  d’un  aminoglycoside.  Dans  cette  étude,  quatre 
aminoglycosides ont été utilisés : la tobramycine et la kanamycine qui appartiennent à la classe 
qui  possède  un  groupe  deoxystreptamine  4,6-disubstitués,  puis  la  néomycine  et  la 
paromomycine qui appartiennent à la classe des deoxystreptamines 4,5-disubstitués. 
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Les  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  DiOleylamine  A-Succinyl-Tobramycine 
(DOST),  DiOleylamine  A-Succinyl-Kanamycine  (DOSK),  DiOleylamine  A-Succinyl-
Paromomycine (DOSP) et DiOleylamine A-Succinyl-Neomycine (DOSN) présentent plusieurs 
fonctions  amines  protonables,  au  nombre  de  4,  3,  4  et  6  amines  par  groupement 
aminoglycoside, respectivement.

Figure 46  :  Structure des dérivés lipidiques d’aminoglycosides.  (A) DiOleylamine A-Succinyl-Tobramycine 
(DOST),  (B)  DiOleylamine  A-Succinyl-Kanamycine  (DOSK),  (C)  DiOleylamine  A-Succinyl-
Paromomycine (DOSP) and (D) DiOleylamine A-Succinyl-Neomycine (DOSN).
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Les amines seront considérées comme protonnées et serviront au calcul du rapport de 
charges +/-. Pour les expériences de transfection ils ont été préparés sous forme de liposomes 
en présence du co-lipide, la DOPE.

Caractérisation physico-chimique des complexes lipides cationiques/acides nucléiquesCaractérisation physico-chimique des complexes lipides cationiques/acides nucléiques

Les propriétés physico-chimiques, des complexes résultants de l’association de d’ADN 
plasmidique ou de siARN, avec le lipide cationique BGTC-DOPE ou les dérivés lipidiques 
d’aminoglycosides,  ont  été  étudiées  en  fonction  du  rapport  de  charges  +/-.  Les  analyses 
réalisées sont  représentées par la   et  correspondent à la mesure de la taille des complexes 
formés,  ainsi  qu’à  la  mesure  de  la  fluorescence  résiduelle  du  BET  en  solution  avec  les 
complexes.

La  mesure  de  la  taille  des  différents  complexes  a  montré  que  les  complexes 
lipides/siARN présentaient, en fonction du rapport de charges +/-, l’existence de trois zones 
(A,  B et  C)  de  stabilités  colloïdales  différentes,  comme décrit  dans  la  littérature  pour  les 
complexes lipides/ADN. La zone A, pour les faibles rapports de charges +/-, correspond à des 
complexes stables colloïdalement où les acides nucléiques sont partiellement condensés. La 
zone B, se caractérise par des complexes d’une taille supérieure à 700 nm et leur état agrégé les 
rend instables colloïdalement. La zone C, désigne les complexes petits en taille et stables. La -
A  indique  que  les  complexes  BGTC-DOPE/siARN  présentent  une  zone  B  large,  où  les 
complexes présentent un diamètre supérieur à 700 nm, pour rapports de charges compris entre 
2 et 8. Au contraire, les complexes obtenus avec les dérivés lipidiques d’aminoglycosides en 
présence de siARN (B-E) présentent une zone B moins étendue que celle obtenue avec le 
BGTC-DOPE, et la taille moyenne des complexes se situe autour de 400 nm. Dans la zone C, 
les complexes BGTC-DOPE/siARN ont un diamètre moyen de 225 nm, alors que le diamètre 
moyen est de 81, 105, 58 et 57 nm pour les complexes contenant les siARN complexés avec le 
DOST-DOPE, DOSK-DOPE, DOSP-DOPE, DOSN-DOPE. 
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Figure 47  :  Propriétés  physicochimiques  des  complexes  résultant  de  l’association  des  différents  lipides 
cationiques avec l’ADN plasmidique ou les siARN. L’ADN (○) ou les siARN () ont été complexés  
en présence de BGTC-DOPE (A), de DOST-DOPE (B), de DOSK-DOPE (C), de DOSP-DOPE (D)  
et  de  DOSN-DOPE  (E).  Les  acides  nucléiques  (10  µg/ml)  ont  été  complexés  avec  les  lipides  
cationiques pour des rapports de charges +/- croissant, allant de 0 à 12. 

Ainsi, les liposomes cationiques des dérivés lipidiques d’aminoglycosides sont capables 
de condenser les molécules de siARN dans des complexes particulièrement petits. Par contre, il 
est important de noter que les complexes d’ADN plasmidique formulés avec le BGTC-DOPE 
ou les dérivés lipidiques d’aminoglycosides présentent des diagrammes de stabilité colloïdale 
et de taille similaire.

Ensuite, le niveau de fluorescence du BET en solution en présence des complexes pour 
les différents rapports de charges a été mesuré et exprimé en pourcentage de la fluorescence 
obtenue dans une solution d’acides nucléiques sans lipides cationiques. La tendance générale 
du niveau de fluorescence montre que la fluorescence du BET diminue pour des rapports de 
charges +/- croissants, cependant une différence s’observe pour les siRNA complexés avec le 
BGTC-DOPE et  les  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides.  En effet,  pour  les  liposomes de 
BGTC-DOPE, le  profil  de la  courbe de diminution de la  fluorescence est  décalé  vers  des 
rapports de charges plus élevés quand ils est complexés en présence de siARN, par rapport à 
l’ADN  (-A).  Par  contre,  pour  les  liposomes  des  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  les 
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courbes  de  diminution  de  la  fluorescence  sont  décalées  vers  des  rapports  de  charges  plus 
faibles  ( B-E)  par  rapport  au  BGTC-DOPE.  Par  exemple,  les  liposomes  DOSN-DOPE et 
DOSN-DOPE ont permis d’obtenir une diminution de la fluorescence de plus de 85% pour un 
rapport  de  charges  de  1.  Les  mesures  en  solution  ont  été  comparées  par  migration  des 
complexes sur gel d’agarose et confirment les résultats obtenus en solution. Deux exemples de 
gels d’agarose sont représentés sur la , les complexes formés en présence de BGTC-DOPE et 
de DOSN-DOPE (les gels d’agarose des autres dérivés lipidiques d’aminoglycosides ne sont 
pas représentés).

Figure 48  : Analyses des complexes d’ADN et de siARN par électrophorèse sur gel d’agarose. L’ADN et les  
siARN ont été complexés en présence de BGTC-DOPE ou de DOSN-DOPE.

Ensuite, l’analyse des propriétés physico-chimiques des complexes a été complétée par 
visualisation de leur morphologie en cryo-microscopie électronique à transmission. La  illustre 
la morphologie à différents agrandissements des complexes de siARN obtenu en présence de 
BGTC-DOPE (A-C), de DOST-DOPE (D et E), de DOSK-DOPE (F et G), de DOSN-DOPE 
(H  et  I)  et  de  DOSP-DOPE  (J  et  K)  à  des  rapports  de  charges  de  4,  12,  10  et  10, 
respectivement.
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Figure 49  :  Observation des  complexes  lipides  cationiques/siARN par cryo-microscopie  électronique.  (A) 
Liposomes unilamellaires de BGTC-DOPE. (B) Visualisation des complexes BGTC-DOPE/siARN à 
faible agrandissement (C) Structure des  complexes BGTC-DOPE/siARN à fort agrandissement. (D)  
Visualisation  des  complexes  DOST-DOPE/siARN  à  faible  agrandissement  (E)  Structure  des  
complexes  DOST-DOPE/siARN  à  fort  agrandissement.  (F)  Visualisation  des  complexes  DOSK-
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DOPE/siARN à faible  agrandissement  (G)  Structure  des   complexes  DOSK-DOPE/siARN à fort  
agrandissement. (H) Visualisation des complexes DOSP-DOPE/siARN à faible agrandissement. (I)  
Structure  des   complexes  DOSP-DOPE/siARN  à  fort  agrandissement.  (J)  Visualisation  des  
complexes  DOSN-DOPE/siARN  à  faible  agrandissement.  (J)  Structure  des   complexes  DOSN-
DOPE/siARN à  fort  agrandissement.  Barre  d’échelle :  50  nm et  1  µm pour  les  faibles  et  forts  
agrandissements, respectivement.

Les liposomes de BGTC-DOPE préparés sous forme de liposomes unilamellaires (-A) 
présentent une taille comprise entre 30 et 70 nm. Le mélange du BGTC-DOPE avec des siARN 
a conduit à la formation de structures compactes et sphériques d’une taille comprise entre 200 
et 500 nm (-B). Ces structures sont faites d’un empilement de plusieurs couches de lipides, 
séparés par des molécules de siARN, intercalés entre ces couches (-C).

Ensuite, en présence des liposomes DOST-DOPE et DOSK-DOPE, les siARN forment 
des complexes de petite taille, comprise entre 100 et 300 nm (D-G). Les complexes formés 
s’arrangent en une structure de type « oignon » avec un empilement régulier d’une couche de 
lipide et d’une couche de siARN (-E), comme pour les complexes BGTC-DOPE/siARN. Les 
molécules de siARN apparaissent très ordonnées sur la membrane lipidique, et les distances 
mesurées pour les complexes BGTC-DOPE/siARN sont identiques pour les complexes DOST-
DOPE et DOSK-DOPE.

D’autre part, les liposomes DOSN-DOPE et DOSP-DOPE, forment des complexes en 
présence des siARN dont la taille est comprise entre 50 et 300 nm ( H-K). Les complexes 
DOSN-DOPE/siARN s’organisent  sous  forme  d’une  grappe  de  plusieurs  petites  structures 
condensées. A la différence des complexes formés avec du BGTC-DOPE, DOST-DOPE et 
DOSK-DOPE,  les  complexes  DOSN-DOPE/siARN et  DOSP-DOPE/siARN présentent  une 
structure  très  irrégulière  ( I  et  K).  Ces  complexes  sont  bien  composés  d’un  empilement 
successif d’une couche de lipides et d’une couche de siARN, cependant cet empilement ne 
s’étend pas sur de longue distance. 

Ainsi, les complexes BGTC-DOPE/ADN, BGTC-DOPE/siARN et DOSP-DOPE/siARN 
ont  été  analysé  par  diffraction  des  rayons  X  à  petits  angles  (SAXS)  pour  déterminer  la 
périodicité des la structure lamellaire ().

q1 (Å-1) q2 (Å-1) drep (Å)
BGTC-DOPE/ADN 0.091 0.182 69.1

BGTC-DOPE/siARN 0.093 0.186 67.7

DOSP-DOPE/siARN 0.093 - 67.5

Tableau 7  : Vecteurs d’onde obtenus pour les différentes diffractions (q) et distances de répétition associées  
(drep).

Les mesures réalisées à  température ambiante  (~20°C) des  dispersions ont  montré  la 
présence de deux pics  de diffraction (q1 et  q2)  d’une  phase lamellaire  pour  les  complexes 
formés  en  présence  de  BGTC-DOPE.  Par  contre,  les  complexes  DOSP-DOPE/siARN ont 
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révélé  la  présence  d’un  seul  pic  de  diffraction  (q1),  sans  la  présence  d’harmonique.  Ces 
résultats confirment les observations en microscopie électronique qui ont montré la présence 
d’une phase lamellaire très ordonnée pour les complexes BGTC-DOPE siARN ; la présence 
d’une  phase  lamellaire  a  été  detéctée  pour  les  complexes  DOSP-DOPE/siARN et  DOSN-
DOPE/siARN mais qui s’étend sur de très faible distance. L’explication de cette irrégularité du 
complexe pourrait s’expliquer par la taille initiale des liposomes de DOSN-DOPE et de DOSP-
DOPE  qui  avant  la  complexation  avec  les  siARN  avaient  une  taille  de  30  à  50  nm 
(micrographes  non representés).  Ils  sont  en effet  plus  petits  que les  trois  autres  liposomes 
(micrographes non representés) et il est possible qu’ils ne peuvent pas s’organiser sous forme 
d’une structure de type « oignon ».

Inhibition de l’expression d’un gène par transfection de siARN avec les dérivés lipidiquesInhibition de l’expression d’un gène par transfection de siARN avec les dérivés lipidiques   
d’aminoglycosidesd’aminoglycosides

Des  siARN  dirigés  contre  l’ARNm  de  la  GFP  ont  été  complexés  avec  les  dérivés 
lipidiques  d’aminoglycosides et  ont  été  transfectés sur des cellules d2-GFP dans le but  de 
suivre l’inhibition de l’expression de la GFP. L’effet du rapport de charges ainsi que la quantité 
de siARN sur l’efficacité d’inhibition de l’expression de la GFP, ont été évalués 24 heures 
après  la  transfection.  La  -A  montre  qu’après  la  transfection  de  complexes  BGTC-
DOPE/siARN, le niveau de fluorescence de la GFP diminue progressivement pour des rapports 
de  charges  croissants.  Par  contre,  les  complexes  DOST-DOPE/siARN  ont  conduit  à  une 
diminution rapide de la  fluorescence de la GFP à 11% de fluorescence résiduelle  pour un 
rapport de charges +/- de 4. En revanche, les complexes DOSK-DOPE/siARN, ont conduit à 
une diminution progressive de la fluorescence de la GFP et atteint un minimum de fluorescence 
résiduelle  de  41%  pour  un  rapport  de  charges  +/-  de  12.  D’autre  part,  les  deux  dérivés 
lipidiques  des  aminoglycosides  appartenant  à  la  classe  des  cycles  4,5-disubstitués,  DOSN-
DOPE et DOSP-DOPE, ont conduit à une diminution progressive de la fluorescence de la GFP 
pour des rapports de charges croissants et le minimum de fluorescence résiduelle obtenu a 
atteint 10% pour des rapports de charges de 8.

Les transfections  d’un siARN « contrôle »,  c’est  à  dire  qui n’est  dirigé contre  aucun 
ARNm de la cellule, en présence des différents lipides cationiques n’a montré aucun effet sur 
l’expression de la protéine GFP (résultats non montrés). 

Ainsi, les résultats ont permis de définir que pour les expériences ultérieures le rapport de 
charges séléctionné est de 4 pour les siARN complexés avec le BGTC-DOPE et le DOST-
DOPE, de 10 pour le DOSN-DOPE et le DOSP-DOPE  et 12 pour le DOSK-DOPE. 

Ensuite,  la  -B montre  l’effet  de  la  quantité  de siARN sur  le  niveau  de  fluorescence 
résiduelle de la GFP. Les complexes BGTC-DOPE/siARN et DOSK-DOPE/siARN ont induit 
une  diminution  progressive  de  la  fluorescence  de  la  GFP,  quand  la  quantité  de  siARN 
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augmente,  et  le  minimum de  fluorescence  a  été  de 50%, et  a  été  obtenu pour  la  quantité 
maximale (500 ng/puits) de siARN transfectés. 
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Figure 50  : Inhibition de l’expression de la GFP dans les cellules d2-GFP par ARN interférence. L’efficacité  
de transfection des complexes lipides cationiques/siARN a été évaluée en fonction du rapport de  
charges (+/-) (A) et de la quantité de siARN (B). Le siARN dirigé contre la GFP a été complexé en  
présence de différents lipides cationiques : BGTC-DOPE (●), DOSK-DOPE (▼), DOST-DOPE (○),  
DOSP-DOPE (■) and DOSN-DOPE (). (A) L’expression résiduelle de la GFP est exprimée en  
pourcentage de la fluorescence de la GFP des cellules transfectées avec le siARN anti-GFP par  
rapport à la fluorescence de la GFP de cellules transfectées avec un siARN non actif. L’expression  
résiduelle de la GFP (%) est représentée en fonction du rapport de charges lipide cationique/siARN  
(+/-). Les cellules ont été transfectées en présence de 400 ng de siARN. (B) Expression résiduelle de  
la GFP en fonction de la quantité de siARN transfectée. Les lipides cationiques ont été utilisés à un  
rapport de charges de 4, 12, 4, 10, 10 pour le BGTC-DOPE (●), DOSK-DOPE (▼), DOST-DOPE  
(○), DOSP-DOPE (■) and DOSN-DOPE () respectivement. (C) Visualisation de l’inhibition de la  
GFP et  de  l’internalisation  des  siARN.  Les  cellules  ont  été  transfectées  en  présence  du  siARN  
Control (A-D) ou du siARN dirigé contre la GFP et marqué à la Rhodamine en 3’ (E-L). les siARN 
(500 ng) ont été formulés en absence (ADN nu) ou en présence des lipides cationiques : BGTC-
DOPE, DOSP-DOPE, DOSK-DOPE. Les cellules ont été observées à travers un filtre FITC (A-H) ou  
un filtre Rhodamine (I-L).

Au  contraire,  les  trois  autres  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides,  DOST-DOPE, 
DOSN-DOPE  et  DOSP-DOPE  ont  conduit  à  une  diminution  rapide  de  la  fluorescence 
résiduelle de la GFP, jusqu’à 20% de fluorescence résiduelle dès 300 ng de siARN.

Enfin, la diminution de la fluorescence de la GFP et l’internalisation des siARN ont été 
visualisées par microscopie au cours de la même expérience (-C).

La  -C montre que 24 heures après la transfection des complexes DOSP-DOPE/siARN, 
une très nette diminution de la fluorescence de la GFP est observée dans les cellules (image G), 
ainsi qu’une importante fluorescence en rouge traduisant l’internalisation des siARN (image 
K). Les complexes DOSK-DOPE ont également conduit à une forte internalisation des siARN 
(image L), cependant la diminution de la fluorescence est faible par rapport aux complexes 
DOSP-DOPE/siARN  (image  H).  Les  complexes  BGTC-DOPE/siARN  ont  induit  une 
diminution de la fluorescence dont le niveau se situe entre les complexes DOSK-DOPE/siARN 
et DOSP-DOPE/siARN (image F). La transfection d’un siARN control n’a pas eut d’effet sur 
la fluorescence de la GFP dans les cellules, et aucune internalisation de siARN n’a été observé 
(image  E  et  I).  Ainsi,  les  complexes  DOSP-DOPE ont  conduit  à  une  forte  inhibition  de 
l’expression de la protéine GFP qui résulte bien d’une internalisation de siARN dans la cellule. 
Ils ont été comparés à des agents de transfection de siARN disponibles dans le commerce (). 
Vingt-quatre  heures  après  la  transfection,  les  complexes  DOSP-DOPE ont  permis,  sur  des 
cellules d2-GFP, d’obtenir une diminution de la fluorescence de la GFP significativement plus 
importante que les agents de transfection X-tremeGene et Lipofectamine®2000. 
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Figure 51  : Comparaison de l’efficacité de transfection des agents de transfection de siARN disponibles dans 
le commerce avec celle du dérivé lipidique DOSP-DOPE. Les cellules ont été transfectées avec le  
siARN dirigé contre la GFP. 200 ng de siARN ont été formulés en présence de l’agent de transfection  
approprié  selon  les  indications  des  fournisseurs.  Les  astérisques  indiquent  une  différence  
significative  (p<0.02  (*)  et  p<0.001(**))  entre  les  cellules  transfectées  avec  les  agents  de  
transfection commerciaux et la DOSP-DOPE.

Aucune différence significative n’a été observée entre les complexes DOSP-DOPE et 
RNAiFect™. La fluorescence obtenue pour chaque agent de transfection a été rapportée à celle 
obtenue pour les complexes DOSP-DOPE/siARN.

L’efficacité d’inhibition induite par les siARN a ensuite été evaluée dans le temps. Les 
précédentes expériences ont permis de determiner les rapports de charges, ainsi que la quantité 
de siARN optimales. La  représente le niveau d’expression de la GFP en fonction du temps, 
après une transfection de siARN, complexés avec les différents liposomes de dérivés lipidiques 
d’aminoglycosides.  Les  liposomes  DOSN-DOPE et  DOSP-DOPE, complexés  à  390 ng de 
siARN, ont permis de maintenir une expression résiduelle de la GFP autour d’une moyenne de 
10% pendant 5 jours, puis l’expression de la GFP augmente progressivement pour atteindre 
pratiquement  100% d’expression  à  9  jours.  D’autre  part,  les  cellules  transfectées  avec  les 
complexes DOST-DOPE/siARN présentent le même profil d’expression de la GFP, cependant 
le niveau minimum d’expression résiduelle de la GFP ne descend pas en dessous de 20%. Les 
complexes DOSK-DOPE ont conduit à une expression résiduelle de la GFP proche de 40% 
jusqu’à 5 jours.
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Figure 52  : Cinétique d’expression de la GFP dans les cellules d2-GFP transfectées avec le siARN dirigé  
contre la GFP. Le siARN anti-GFP a  été formulé en présence des lipides cationiques DOSK-DOPE 
(▼), DOST-DOPE (○), DOSP-DOPE (■) and DOSN-DOPE () ; les lipides cationiques ont été  
formulé à des rapports de charges de 4, 12, 4, 10 et 10 respectivement. Chaque valeur représente  
une moyenne et sa SEM de six valeurs indépendantes.

Les dérivés lipidiques d’aminoglycosides ont ensuite été évalués pour le transfert d’ADN 
plasmidique afin de comparer les différences d’efficacité et de spécificité de transfection avec 
les siARN. Le gène rapporteur de la luciférase a été choisi  comme gène rapporteur, et  les 
transfections ont été réalisées sur les mêmes cellules (d2-GFP) que pour les transfections avec 
les siARN. La -A montre l’effet du rapport de charges +/- sur l’expression de la luciférase pour 
les différents dérivés lipidiques d’aminoglycosides et du BGTC-DOPE. En fonction du rapport 
de charges +/-,  la tendance générale  du profil  d’expression de la luciférase indique un pic 
d’expression pour un rapport de charges +/- de 4. Les liposomes BGTC-DOPE, DOSN-DOPE 
et DOSP-DOPE ont conduit à une très nette augmentation de l’expression de la luciférase pour 
des  rapports  de  charges  allant  de  0  à  4,  puis  l’expression  de  la  luciférase  diminue 
progressivement  pour  les  rapports  de  charges  supérieurs.  Les  liposomes  DOSK-DOPE  et 
DOST-DOPE, qui appartiennent à la classe des cycles 4,6-disubstitués, ont donné des niveaux 
d’expression de la luciférase plus faibles. Le DOSK-DOPE a montré une légère augmentation 
de l’expression pour les rapports de charges de 2 et 4, mais aux autres rapports de charges 
l’expression est très faible. 

Les transfections d’ADN plasmidique ont ensuite été réalisées avec le plasmide pTER, 
qui  code  pour  un siARN hairpin sous la  dépendance du promoteur  H1 et  dirigé contre  la 
protéine GFP. 
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Figure 53  :  Transfection d’ADN plasmidique avec les  dérivés  lipidiques d’aminoglycosides  et  le  BGTC-
DOPE. (A) Expression de la luciférase dans les cellules d2-GFP en fonction du rapport de charges  
+/-. Le plasmide (1 µg) codant pour la luciférase a été formulé en présence du BGTC-DOPE (●) ou  
des lipides cationiques DOSK-DOPE (▼), DOST-DOPE (○), DOSP-DOPE (■) and DOSN-DOPE 
(). (B) Expression de l’hairpin siARN exprimé par le plasmide pTER. Le plasmide pTER (1 µg) a  
été  formulé  avec  les  différents  lipides  cationiques  à  des  rapports  de  charges  +/-  variables :  0  
(hitogramme blanc) ; 2 (gris) ; 4 (lignes horizontales) ; 6 (lignes diagonales) ; 8 (lignes croissées) ;  
10 (noir). Chaque valeur représente la moyenne et la SEM de six valeurs indépendantes.

La -B montre l’effet du rapport de charges sur le niveau d’expression de la GFP sur des 
cellules d2-GFP transfectées avec le plasmide pTER, pour les différents lipides cationiques. 
Les trois liposomes BGTC-DOPE, DOSP-DOPE et DOSN-DOPE ont montré les meilleures 
efficacités  d’inhibition  de  la  GFP optimale  pour  un  rapport  de  charges  4,  ce  qui  montre 
également que ces résultats sont en bon accord avec les profils d’expression de la luciférase de 
la  -A. Pour les liposomes BGTC-DOPE et DOSP-DOPE l’efficacité de transfection diminue 
pour des rapports de charges supérieurs à 4, ce qui est en bon accord avec les résultats obtenus 
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avec la luciférase. Par contre, le DOSN-DOPE  a présenté un plateau d’efficacité pour des 
rapports de charges supérieurs à 4. Ces résultats contrastent avec les profils d’efficacité de 
transfection  des  siARN obtenus  avec  les  mêmes  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides.  En 
effet, les dérivés lipidiques d’aminoglycosides présentaient une efficacité croissante pour des 
rapports de charges croissants, jusqu’à atteindre un plateau (-A).

Ainsi, cette étude a montré que la formation des complexes de siARN en présence des 
dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  correspondait  à  un mode d’auto-assemblage entre  les 
molécules de siARN et les lipides, répondant au modèle des trois phases de stabilité colloïdale 
qui avait été démontré pour l’ADN plasmidique. Les dérivés lipidiques d’aminoglycosides ont 
permis de formés avec les siARN des complexes de plus petite taille et la condensation totale 
des molécules de siARN a été obtenue pour des rapports de charges plus faible, par rapport au 
BGTC-DOPE. L’observation de la structure supramoléculaire des complexes a montré que la 
classe  des  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  4,6-disubstitués  s’organisait  en  une  phase 
lamellaire comme le BGTC-DOPE, alors que la DOSP-DOPE qui appartient à la classe des 
4,5-disubstitués  ne  présentait  pas  une  phase  lamellaire,  montrant  que  l’organisation  supra 
moléculaire des complexes dépendrait de la classe de l’aminoglycosides fixé au niveau de la 
tête polaire du lipide. Les expériences de transfection  in vitro de siARN ont montré que les 
dérivés lipidiques d’aminoglycosides était plus efficaces que des lipides portant au niveau de la 
tête polaire des fonctions guanidinuim ou polyamine.  D’autre part,  pour des expriences de 
transfection  d’ADN  plasmidique,  les  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  ont  révélé  des 
propriétés de transfection similaire au BGTC-DOPE, comme précédemment décrit par (Sainlos 
et al., 2004 et 2005).

Les dérivés lipidiques d’aminnoglycosides ont ainsi montré leur capacité à transfecter 
l’ADN plasmidique comme cela a été décrit précédemment pour le BGTC-DOPE, cependant, 
avec  les  siARN,  les  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  ont  présenté  un  comportement 
différent aussi bien au niveau des propriétés physio-chimique des complexes que de l’efficacité 
de transfection.
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Transfert de gènes Transfert de gènes     in vivoin vivo    

Cette  deuxième  partie  traite  du  transfert  de  gènes  in  vivo et  a  fait  l’objet  d’une 
publication dans la revue Human Gene Therapy (Desigaux L, Gourden C, Bello-Roufai M,  
Richard P, Oudrhiri N, Lehn P, Escande D, Pollard H, Pitard B. Nonionic amphiphilic block  
copolymers promote gene transfer to the lung. Hum. Gene Ther. 2005 Jul;16(7):821-9). 

Le  transfert  de  gène  in  vivo représente  aujourd’hui  dans  le  domaine  des  vecteurs 
synthétiques un enjeu majeur.  En effet,  par rapport  aux vecteurs synthétiques,  les vecteurs 
viraux sont plus efficaces, mais ils présentent l’inconvénient d’être potentiellement dangereux 
pour  l’homme  et  peuvent  véhiculer  des  gènes  de  taille  limitée.  L’utilisation  des  vecteurs 
synthétiques  repose  essentiellement  sur  la  condensation  des  acides  nucléiques  par  des 
molécules cationiques, qui, comme nous l’a montré la première partie expérimentale de ce 
projet, sont très efficaces pour des transfections in vitro, et forment des complexes hautement 
ordonnés et chargés positivement (Pitard et al., 1997 et 2002). Cependant, l’importante densité 
de charges positives présente à la surface des complexes crée une instabilité et une cytotoxictité 
importante qui limite leur utilisation in vivo. Par exemple, dans des expériences de transfert de 
gène dans les poumons, l’analyse histopathologique suite à une administration par voie intra-
trachéale  des  complexes  PEI/ADN a montré  que  ces complexes  ont  induit  une importante 
inflammation qui s’est  traduit  par une obstruction des bronches et  un infiltrat  cellulaire au 
niveau des vaisseaux sanguins (-A). D’autre part, en utilisant une autre voie d’administration, 
une injection en systémique de complexes BGTC-DOPE/ADN a conduit à la transfection des 
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins pulmonaires (-B).

         

Figure 54  : Histopathologie (A) et immunomarquage de la CAT (B) dans des poumons deux jours après une 
injection d’ADN complexé  en  présence  de  vecteurs  cationiques.  (A)  Coupe  histologique  d’une  
bronche (à gauche) et d’un vaisseau sanguin pulmonaire (à droite) après une injection de 20 µg  
d’ADN complexés avec le polymère PEI pour un rapport de charges de 2. (B) Immunomarquage de  
la CAT dans les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins pulmonaires après une injection de  
100 µg d’ADN complexés avec le lipide cationique BGTC-DOPE. Agrandissement x20.
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Ces résultats montrent qu’il y a un réel besoin de développer pour le transfert de gène 
dans les poumons des structures moléculaires originales, efficaces, non toxiques et compatibles 
avec  un  mode d’administration envisageable en clinique.  Récemment,  il  a  été  montré  que 
l’injection intramusculaire d’ADN formulé en présence d’une nouvelle classe de polymère, les 
copolymères  à  blocs,  augmentait  de  plusieurs  fois  la  quantité  de  protéine  recombinante 
produite  comme  la  luciférase,  la  β-Galactosidase,  la  GFP,  la  phosphatase  alkaline  et 
l’erythropoietine (Pitard et al., 2002 ; Richard et al., 2004 ; Pitard et al., 2004). 

L’objectif  de  cette  deuxième  partie  expérimentale  était  d’évaluer  le  potentiel  de 
copolymères à bloc pour le transfert de gène dans les poumons de souris. Le gène rapporteur de 
la chloramphénicol-acéthyltransférase (CAT) a été complexé à différents copolymères à blocs, 
et  l’efficacité  de  transfection  a  été  évaluée  dans  les  poumons de  souris.  Différents  modes 
d’administration ont  été  testés,  et  des  analyses histopathologiques  ont  été  réalisées sur des 
coupes de poumons après l’injection. 

Les copolymères à blocsLes copolymères à blocs

Tout d’abord, deux copolymères à blocs ont été utilisés : le Lutrol® et le PE6400, qui 
sont constitués par un motif central de 30 unités de propylèneoxyde (PO) encadrées par deux 
motifs  qui  sont  composés,  respectivement,  de  75  et  13  unités  d’éthylèneoxyde  (EO), 
représentés par la .
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Figure 55  : Représentation schématique des triblocs Lutrol® et PE6400.

A la différence des vecteurs cationiques couramment utilisés pour le transfert de gènes in 
vivo, ces copolymères à blocs ne sont pas chargés positivement. En effet, ce sont des molécules 
amphiphiles  et  non-ioniques  où  les  PO sont  des  groupements  hydrophobes  et  les  EO, des 
groupements hydrophiles.

Utilisation desUtilisation des          triblocs pour le transfert d’un gène rapporteur dans les poumons triblocs pour le transfert d’un gène rapporteur dans les poumons     

Le gène rapporteur de la chloramphénicol-acétyle-transférase (CAT) a été formulé en 
présence de concentrations croissantes de Lutrol® ou de PE6400 et injecté directement dans 
les  poumons  de  souris  Swiss  par  instillation.  Deux  jours  après  l’injection,  la  quantité  de 
protéine CAT a été dosée dans le broyat pulmonaire (-A). Les injections réalisées en présence 
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de Lutrol® ont augmenté le niveau d’expression de la CAT de 25 à 33 fois par rapport  à 
l’ADN nu, et le Lutrol® présente une efficacité optimale pour une concentration de 3% (w/v). 
D’autre part, le PE6400 a également augmenté l’efficacité de transfection par rapport à l’ADN 
nu  mais  reste  inférieur,  en  terme  d’efficacité,  au  Lutrol®.  Ensuite,  l’influence  de  la 
concentration d’ADN sur l’efficacité de transfection a été testée en présence du Lutrol® à 3%. 
La -B montre que le niveau d’expression de la CAT augmente avec la quantité d’ADN injectée. 
Ces résultats  montrent  également  que le  Lutrol® est  un polymère  qui  permet  de formuler 
jusqu'à 350 µg d’ADN sans formation visible de particules agrégées. Ainsi, les formulations 
Lutrol®/ADN ont été réalisées par la suite avec une concentration constante de 3% en Lutrol®, 
quelque soit  la  quantité  d’ADN injectée.  La  -C indique que pour une injection de 100 µg 
d’ADN formulé  dans  le  Lutrol® à  3%,  l’efficacité  de  transfection  est  indépendante  de  la 
souche de la souris. 
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Figure 56  : Expression du gène rapporteur de la CAT dans les poumons de souris, deux jours après une 
injection intra-trachéale d’ADN complexé ou non en présence de polymère.  (A) Expression de la 
CAT suite à une injection de 100 µg d’ADN nu ou complexé avec les polymères Lutrol® ou PE6400.  
(B) Expression de la CAT en fonction de la quantité d’ADN complexé avec le Lutrol® à 3%. (C)  
Influence de la souche de la souris sur l’expression de la CAT après une injection de 100 µg d’ADN  
complexé avec le Lutrol® à 3%. Chaque histogramme représente la valeur moyenne ainsi que la  
SEM des cinq valeurs individuelles. Les astérisques indiquent une différence significative (p < 0.05) 
entre les souris injectées avec de l’ADN nu ou complexé avec le Lutrol®. (D) Cinétique d’expression  
de la CAT suite à une injection de 100 µg d’ADN complexé avec le Lutrol® à 3%. Chaque point  
représente la valeur moyenne ainsi que la SEM des six valeurs individuelles.

Enfin, la cinétique d’expression de la CAT, après une injection chez la souris Swiss de 
100 µg d’ADN formulé dans le Lutrol® à 3% montre que la protéine CAT est détectée dès 6 
heures  après  l’injection  (-D).  L’expression  de  la  CAT  présente  un  pic  deux  jours  après 
l’injection, puis reste stable jusqu'à 4 jours.

Pour comparer l’efficacité de transfection du Lutrol® avec celle du PEI, les injections 
ont été réalisées en présence de 20 µg d’ADN. En effet, le PEI ne permet pas de formuler des 
quantités d’ADN plus élevées sans empêcher la formation de particules agrégées visibles. La  
présente la cinétique d’expression de la CAT jusqu’à 7 jours, après une injection de 20 µg 
d’ADN formulé en présence de Lutrol® ou de PEI.
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Figure 57  : Cinétique d’expression de la CAT après une injection de 20 µg d’ADN complexé avec le Lutrol® 
(▪) à 3%, ou avec le PEI à un rapport de charges de 2 (•). Les astérisques indiquent une différence 
significative (p < 0.05) entre les valeurs obtenues avec le Lutrol® et le PEI.

Deux jour après l’injection,  le niveau d’expression de la CAT est  identique pour les 
injections  où  l’ADN  a  été  formulé  en  présence  de  Lutrol®  ou  de  PEI.  Cependant,  la 
formulation Lutrol®/ADN a conduit à une expression stable jusqu’à 5 jours après l’injection et 
diminue lentement par la suite. La formulation Lutrol®/ADN augmente de 6 fois le niveau 
d’expression  de  la  CAT  à  5  jours  par  rapport  à  la  formulation  PEI/ADN  ().  Le  profil 
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d’expression de la CAT pour la formulation PEI/ADN montre un pic d’expression à 2 jours, 
puis diminue rapidement pour revenir 7 jours après l’injection à des valeurs qui se confondent 
avec le niveau basal. En revanche, à 7 jours, la formulation Lutrol®/ADN présente des valeurs 
qui se distinguent du niveau basal.

Des analyses histopathologiques ont été réalisées sur les poumons pour vérifier l’effet 
d’une injection de copolymères à blocs dans les poumons. Des analyses histopathologiques 
représentées dans la , ont été réalisées sur des poumons deux jours après l’instillation chez la 
souris d’une solution contrôle ( A et B), de 100 µg d’ADN nu ( C et D), ou d’une solution de 
Lutrol® seul à 3% ( E et F). Ces analyses montrent que les poumons ne présentent aucunes 
anomalies,  ni  obstruction  des  bronches,  ni  infiltration  cellulaire  au  niveau  des  vaisseaux 
sanguins. Les souris ont ensuite reçu des formulations Lutrol®/ADN contenant 20 ou 100 µg 
d’ADN ( G et  H et   I  et  J  respectivement).  Aucune différence n’a été  observée entre  les 
poumons ayant reçu la formulation Lutrol®/ADN à 20 µg et la solution de Lutrol® à 3%. Les 
poumons instillés avec la formulation Lutrol®/ADN à 100 µg d’ADN présentent un infiltrat 
modéré  de  cellules  mononucluées  dans  la  zone  péri-bronchiale  et  autour  des  vaisseaux 
sanguins pulmonaires, mais sans obstruer la lumière des bronches ( I et J). Ces infiltrations 
restent  tout  de  même  modérées  par  rapport  aux  analyses  histopathologiques  réalisées  en 
présence de PEI (,  page  125).  En effet,  la  formulation PEI/ADN ne contenant  que 20 µg 
d’ADN avait conduit à une forte infiltration des cellules du parenchyme, autour des vaisseaux 
sanguins, dans la zone peri-bronchiale avec une obstruction des bronches et la présence de 
zones hémorragiques (). 
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Figure 58  : Analyses histopathologiques des poumons des souris Swiss 2 jours après :  une injection d’une 
solution contrôle (A et B), de 100 µg d’ADN nu (C et D), du polymère Lutrol® seul à 3% (E ef F), de  
20 µg d’ADN complexé avec le Lutrol à 3% (G et H), de 100 µg d’ADN complexé avec le Lutrol à  
3% (I et J). Agrandissement x20.

Ainsi, dans le but de quantifier les réponses inflammatoires observées lors des analyses 
histopathologiques  pour  certaines  formulations,  le  niveau  de  l’interleukine  6  (IL-6)  a  été 
mesuré dans le  sérum et  le  broyat  pulmonaire  à  différents  temps après  l’instillation d’une 
solution contrôle ou d’une formulation Lutrol®/ADN contenant 100 µg d’ADN. La -A montre 
que l’instillation, aussi  bien de la solution contrôle que de la formulation Lutrol®/ADN, a 
conduit  a  une  augmentation de  la  concentration  en IL-6 six  heures  après  l’instillation.  La 
concentration en IL-6 dans le sérum diminue ensuite très rapidement pour revenir à un niveau 
basal  1  jour  après  l’injection.  Dans  le  broyat  pulmonaire  (-B),  une  augmentation  de  la 
concentration de l’IL-6 a également été observée pour les deux solutions,  six heures après 
l’injection. Les souris ayant reçu la solution contrôle reviennent à un niveau basal d’IL-6 dans 
les  poumons  deux jours  après  l’injection.  Par  contre,  les  souris  ayant  reçu  la  formulation 
Lutrol®/ADN ne retrouvent un niveau basal que quatre jours après l’injection.
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Figure 59  :  Concentration en interleukine IL-6 dans le sérum (A) et  dans le broyat pulmonaire (B)  des 
souris Swiss après  une injection intratrachéale de la  solution contrôle (•)  et  de 100 µg d’ADN 
complexé avec le Lutrol® 3% (▪). La concentration en IL-6 a été quantifiée par test ELISA. Chaques  
points représentent la moyenne et la SEM de cinq valeurs indépendantes. 

Pour ces expériences, la voie d’administration utilisée a été l’injection par instillation. 
Dans  l’objectif  de  localiser  l’expression  protéique  au  niveau  du  poumon  avec  ce  mode 
d’administration, les poumons ont été injectés avec le gène rapporteur de la β-Galactosidase (). 
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Figure 60  :  Distribution de l’expression du gène rapporteur de la  β-Galactosidase  dans les  poumons de  
souris deux jours après une injection de 100 µg d’ADN nu (A) ou de 100 µg d’ADN complexé avec le  
Lutrol® 3% (B - D).

Les  poumons  ayant  reçu  une  injection  de  100  µg  d’ADN  nu  (-A)  ne  révèlent  pas 
d’activité β-Galactosidase. Par contre, l’injection de l00 µg d’ADN formulé en présence de 
Lutrol® à 3% a conduit a une expression de la β-Galactosidase localisée à la périphérie d’un 
des lobes des poumons (B-D).

Aérosolisation des formulations Triblocs/ADN et PEI /ADNAérosolisation des formulations Triblocs/ADN et PEI /ADN

Pour avoir une distribution de l’expression de la protéine plus homogène dans l’ensemble 
du poumon, un autre mode d’administration a été testé et consiste toujours à une injection par 
voie intra-trachéale mais qui utilise un Microsprayer® délivrant la solution injectée sous forme 
de spray dans les poumons. Tout d’abord, l’injection d’une formulation de 100 µg d’ADN en 
présence de Lutrol® à 3% par instillation ou via le Microsprayer® montre que l’efficacité de 
transfection  de  la  CAT  est  diminuée  de  2  fois  lorsque  l’injection  est  réalisée  avec  le 
Microsprayer® (-A). Ensuite, l’efficacité du PEI et du Lutrol® pour des injections avec le 
Microsprayer® a été comparée et est représentée par la -B. Ces injections ont été réalisées en 
présence de 20 µg car pour de plus fortes concentrations d’ADN le PEI forme des agrégats 
visibles qui ne peuvent être  dispersés par le Microsprayer®. Les résultats  montrent  que la 
meilleure efficacité de transfection a été obtenue pour les formulations contenant le Lutrol®, 
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alors que le PEI n’a pas permis d’obtenir une efficacité de transfection supérieure à celle de 
l’ADN nu. 
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Figure 61  :  Efficacité  de transfection dans les poumons de souris  Swiss  deux jours  après une injection  
intratrachéale par instillation ou avec un Microprayer®. (A) Expression de la CAT en fonction de  
mode d’administration par instillation ou avec le Microsprayer® d’une solution de 100 µg d’ADN 
complexé avec le Lutrol® à 3%. Les astérisques indiquent une différence significative (p < 0.05) 
entre les valeurs obtenues par instillation et avec le Microsprayer®. (B) Expression de la CAT après  
une  injection  avec  le  Mircosprayer® d’une  solution de  20  µg  d’ADN nu,  ou  complexé  avec  le  
Lutrol® à 3 et 5%, ou avec le PEI à différents rapports de charges. Les astérisques indiquent une  
différence significative (p < 0.001).

L’administration par le Microsprayer® des formulations Lutrol®/ADN ne permet pas de 
maintenir  le  niveau  d’expression  de  la  CAT obtenu  par  instillation.  Cependant,  pour  une 
application clinique, le Microsprayer® apparaîtrait beaucoup plus adapté et moins traumatisant 
pour  les  tissus  pulmonaires.  Ainsi,  pour  évaluer  les  avantages  du  Microsprayer®,  les 
concentrations en IL-6 dosées dans le sérum et le broyat pulmonaire suite à une injection des 
complexes Lutrol®/ADN par instillation ou par Microsprayer® ont été comparées. La  montre 
que la concentration en IL-6 détectée dans le sérum 6 heures après l’injection est plus faible 
lorsque les complexes ont été injectés par le Microsprayer®. Cette concentration retrouve un 
niveau basal 1 jour après l’injection quelque soit le type d’administration (-A). Dans le broyat 
pulmonaire, la concentration en IL-6 présente également un pic 6 heures après l’injection. Suite 
à  une  injection  par  le  Microsprayer®,  la  concentration  en  IL-6  diminue  rapidement  pour 
retrouver son niveau de base 1 jour après l’injection, alors que dans le cas de l’instillation, la 
concentration en IL-6 diminue progressivement et retrouve son niveau de base 3 jours après 
l’injection.
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Figure 62   : Concentration en interleukine IL-6 dans le sérum (A) et dans le broyat pulmonaire (B)  des 
souris Swiss après une injection des complexes Lutrol®(3%)/ADN(100 µg) par instillation (▪) ou 
par Microsprayer (•). La concentration en IL-6 a été quantifiée par test ELISA. Chaques points  
représentent la moyenne et la SEM de cinq valeurs indépendantes.

Les résultats précédents ont montré que le Lutrol® perdait une partie de son efficacité de 
transfection en utilisant  le  Microsprayer®,  pourtant  le  Microsprayer® apparaît  plus adapté 
pour une administration dans les poumons. 

Utilisation des tétrafonctionnalisés pour le transfert de gènes dans les poumonsUtilisation des tétrafonctionnalisés pour le transfert de gènes dans les poumons

Nous avons souhaité développer des formulations qui résistent au stress induit par une 
administration  au  Microsprayer®,  c’est  pourquoi  les  polymères  tétrafonctionnalisés, 
représentés par la , sont une autre famille de copolymères à blocs qui présentent l’avantage de 
réunir au sein de la même molécule une charge positive, présente chez les vecteurs cationiques 
couramment utilisés, et le caractère amphiphile du Lutrol® (). Le copolymère à bloc étudié 
dans cette partie est le 704, qui contient 13 groupements PO et 30 groupements EO.

N      CH2CH2 N
PO EO OH

PO EO OH

HO EO PO

HO EO PO
+N      CH2CH2 N

PO EO OH

PO EO OH

HO EO PO

HO EO PO
+

133



RÉSULTATS

Figure 63 : Représentation schématique des polymères tetrafonctionnalisés.

L’efficacité de transfection du 704 dans les poumons a tout d’abord été comparée à celle 
du Lutrol® par un injection par instillation. La   montre que le 704 a permis d’augmenter le 
niveau  d’expression  du  gène  rapporteur  dans  les  poumons  jusqu'à  5  fois  par  rapport  au 
Lutrol®.  D’autre  part,  l’expression  du  gène  rapporteur  reste  stable  jusqu'à  3  jours  quand 
l’ADN est formulé avec le 704.
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Figure 64 :  Cinétique  d’expression  de  la  CAT  après  une  injection  par  instillation  de  100  µg  d’ADN  
complexés avec le Lutrol® (•) à 3%, ou avec le 704 (▪) à 0,25%.

Ensuite, l’efficacité du 704 a été étudiée avec le Microsprayer® et comparé au Lutrol®. 
La   représente  le  niveau  d’expression  du  gène  rapporteur  de  la  CAT  deux  jours  après 
l’injection avec le Microsprayer® de complexes Lutrol®/ADN et 704/ADN et montre que le 
704 a permis de maintenir un niveau d’expression du gène rapporteur d’environ 5 ng/poumon 
(-A). Comme pour les injections réalisées avec le Lutrol®, l’injection du gène rapporteur de la 

β-Galactosidase  a  permis  de  visualiser  la  distribution  de  l’expression  du  gène  dans  les 
poumons. La -B montre que l’injection des complexes 704/ADN a permis une distribution plus 
uniforme de l’expression du gène dans l’ensemble des poumons.
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Figure 65 : Expression de la CAT dans les poumons de souris Swiss deux jours après une injection avec un 
Microprayer®. (A) Efficacité de transfection pour les complexes Lutrol®/ADN et Poloxamine/ADN 
contenant  100  µg  d’ADN (CAT).  (B)  Distribution  de  l’expression  du  gène  rapporteur  de  la  β-
Galactosidase dans les poumons de souris deux jours après une injection de 100 µg d’ADN complexé  
avec le 704.

Dans  l’objectif  d’approfondir  les  résultats  de  la  distribution  de  l’expression,  le  gène 
rapporteur de la CAT a été visualisée par immunomarquage sur des coupes de poumons ayant 
reçu par Microsprayer® une solution contrôle (A-C) ou les complexes 704/ADN (D-F). La 
protéine CAT est visible par un marquage marron qui s’observe uniquement pour les poumons 
ayant reçu les complexes 704/ADN, et au niveau des cellules épithéliales de la trachée, des 
bronches et du parenchyme (D-F).

Ces résultats montrent que l’ADN formulé avec le 704 a permis une expression du gène 
rapporteur de la CAT dans l’ensemble des poumons.
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Figure 66 : Expression de la CAT dans les poumons de souris injectés par Microsprayer® avec une solution  
contrôle (A-C) ou des complexes 704/ADN (D-E) contenant 100 µg d’ADN. L’immunomarquage a 
été réalisé au niveau des cellules de la trachée (A et D), des bronches (B et E) et du parenchyme (C  
et E).

Enfin, des analyses histopathologiques de poumons injectés par Microsprayer® avec une 
solution de 704 seul et de complexes 704/ADN sont présentées sur la . Ces analyses montrent 
que l’injection d’une solution de 704 seul n’induit pas de réaction inflammatoire au niveau des 
bronches  ( A)  et  aucun infiltrat  cellulaire  n’est  observé  au niveau  des  vaisseaux sanguins 
pulmonaires ( B).
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Figure 67 :  Analyses  histopathologiques  des  poumons  des  souris  Swiss  2  jours  après  l’injection  d’une  
solution contrôle (A et B) et de 100 µg d’ADN complexé avec le 704 (C et D). Agrandissement x20.

Quand  le  704  est  complexé  à  100  µg  d’ADN,  l’observation  des  coupes 
histopathologiques a montré un léger infiltrat cellulaire au niveau des bronches ( C) et des 
vaisseaux sanguins  ( D),  cependant  les  bronches  ne  sont  pas  du  tout  obstruées.  L’infiltrat 
cellulaire observé sur les coupes de poumons après l’injection des complexes 704/ADN (100 
µg) est assez faible et est moins important que celui observé avec les mêmes complexes mais 
réalisés avec le Lutrol® par instillation ( I et J).

Transfert de la protéine de fusion GFP-CFTR dans les poumonsTransfert de la protéine de fusion GFP-CFTR dans les poumons

Les polymères tetrafonctionnalisés ayant donné les meilleures efficacités de transfection 
pour le gène rapporteur de la CAT, ces copolymères ont été testés pour le transfert du gène 
codant  pour  une  protéine  de  fusion  GFP-CFTR,  où  la  protéine  « Cystic  Fibrosis 
Transmembrane conductance Regulator » est fusionnée à la protéine fluorescente GFP. Après 
l’injection de 100 µg du plasmide codant pour la protéine GFP-CFTR, un immunomarquage 
sur la GFP a été réalisé sur des coupes de poumons et est visible par une coloration marron (). 
L’expression  de  la  protéine  de  fusion  a  été  observée  dans  les  cellules  épithéliales  du 
parenchyme ( A et B) et des bronches ( C et D).
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Figure 68  : Expression de la protéine GFP-CFTR dans les poumons de souris. Le plasmide (100µg) codant  
pour  la  protéine  GFP-CFTR  a  été  injecté  par  Microsprayer®  en  présence  de  704  à  0,25%.  
L’immunomarquage a été réalisé au niveau des cellules du parenchyme (A et B) et des bronches (C  
et D) avec un agrandissement x20 (A et C) et x40 (B et D).

Ainsi,  les  résultats  ont  montré  que  les  polymères  triblocs  ou  tétrafonctionnalisés  ont 
permis d’augmenter nettement l’expression d’une protéine dans les poumons de souris  par 
rapport  au  PEI.  Les  polymères  tétrafonctionnalisés  apparaissent  être  les  vecteurs  les  plus 
efficaces d’une part, et leur utilisation in vivo pour des injections par aérosolisation a montré 
des résultats  très  encourageants  en terme d’expression d’une protéine dans l’ensemble des 
poumons.  Ces  vecteurs  ont  permis  de  transfecter  les  cellules  épithéliales  bronchiques, 
alvéolaire  et  également  les  cellules  de  la  trachée.  D’autre  part,  comparés  au  PEI,  les 
copolymères à blocs sont des vecteurs nettement moins toxiques.

138



RÉSULTATS

LES HYDROXYDES DOUBLES LAMELLAIRESLES HYDROXYDES DOUBLES LAMELLAIRES

Cette dernière partie expérimentale a donnée lieu à une publication dans le revue Nano 
Letters (Desigaux L, Belkacem MB, Richard P, Cellier J, Leone P, Cario L, Leroux F, Taviot-
Gueho C,  Pitard  B.  Self-assembly  and characterization  of  layered  double  hydroxide/DNA 
hybrids. Nano Lett. 2006 Feb;6(2):199-204).

Dans la classe des lipides cationiques, certains chercheurs se sont interessés à introduire 
des  groupements  sensibles  au  pH,  ou  aux potentiels  redox,  ou  biodégradable.  Ce  type  de 
groupement a été introduit généralement au niveau du bras espaceur, qui relie la partie polaire 
et  la  partie  hydrophobe  entre  elles,  dans  le  but  de  faciliter  la  sortie  des  endosomes  des 
complexes et d’accélérer le relargage de l’ADN dans le compartiment cytoplasmique (Medina-
Kwaune et al., 2005). Mais aujourd’hui aucunes fonctions de type pH-sensible n’a réellement 
apportée un changement significatif de l’efficacité de transfection d’un gène. 

Dans des conditions acides, seule la partie qui présente la fonction pH-sensible au niveau 
du  bras  espaceur  du  lipide  est  clivée.  Ainsi,  nous  avons  pensé  qu’un  vecteur  qui  serait 
entièrement dégradable à pH acide apporterait des fonctions innovantes dans ce domaine. Les 
hydroxydes doubles lamellaires (HDL) sont des matériaux constitués de feuillets hydroxydes 
inorganiques  chargés  positivement,  entre  lesquels  s’intercalent  des  espèces  anioniques.  De 
plus, les HDL sont des matériaux entièrement biodégradables à pH acide et des précédentes 
études ont montré qu’il était possible d’intercaler des macromolécules, comme de très petits 
fragments  d’acides  nucléiques,  entre  des  feuillets  inorganiques  des  HDL  par  la  méthode 
d’échange d’ions (Choy et al., 1999).

L’objectif  de  cette  troisième  partie  était  d’observer  la  possibilité  de  synthétiser  des 
matériaux hybrides HDL/ADN par la méthode de co-précipitation, dans laquelle les feuillets 
hydroxyles se forment en présence d’ADN. Ce type de synthèse utilise le deuxième mode 
d’assemblage qui consiste à utiliser l’ADN comme support de synthèse des HDL.

Les  HDL sont  représentées  par  la  formule  générale  suivante :   [MII
1-xMIII

x(OH)2][Am-

x/m.nH2O] (abrégé par la notation MII
RMIII/A avec R = (1-x)/x) et où MII et MIII représentent les 

cations métalliques di- et tri-valents qui forment les feuillets inorganiques, et Am- les anions 
intercalés  entre  les  feuillets  cationiques  (Rives,  2001).  Les  résultats  suivants  présentent  la 
caractérisation complète des nanomatériaux hybrides HDL/ADN magnésium-gallium (MgGa), 
obtenus par co-précipitation de fragments d’ADN de longueurs variables (de 100 à 500 pb ou 
de 6000 à 8000 pb) ou d’ADN plasmidique. Le choix de la phase inorganique MgGa s’est 
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justifié par le fait que cette phase se forme pour des valeurs du rapport molaire, R= Mg/Ga, 
assez étendues : 7 > R > 1,8 permettant ainsi de faire varier la densité de charge du feuillet 
inorganique.  En  comparaison,  des  phases  inorganiques  magnésium-aluminium  (MgAl)  et 
magnésium-fer (MgFe) ont été également préparées (Lopez-Salina et al., 1996).

En utilisant l’analyse par diffraction aux rayons X, nous avons étudié l’influence de la 
température de synthèse, de la longueur des fragments d’ADN et de la densité de charge, sur 
les propriétés structurales des nanomatériaux HDL/ADN. 

Synthèses des HDL en absence ou en présence d’ADNSynthèses des HDL en absence ou en présence d’ADN

Les feuillets  inorganiques  des HDL se forment  par  mélange de  deux sels  MIINO3 et 
MIIINO3 qui a pH 10 ont la propriété de s’assembler en feuillet cationique MII

1-xMIII
x(OH)2. les 

ions NO3
- s’intercalent entre les feuillets. Pour préparer des matériaux hybrides HDL/ADN, les 

phases inorganiques ont été préparées par la méthode co-précipitation. Cette méthode consiste 
à un ajout simultané de la solution de métaux (MIINO3 et MIIINO3) et de la solution de soude, 
dans la solution d’ADN. Cette méthode a été précédemment décrite pour d’autres types de 
molécules, et permet de contrôler la variation des paramètres de synthèse pour optimiser la 
formation des matériaux hybrides HDL/ADN. Le premier paramètre étudié est la composition 
inorganique  du  feuillet  HDL.  Trois  phases  inorganiques  MII

2MIII/ADN  ont  été  préparées : 
Mg2Al,  Mg2Fe  et  Mg2Ga,  en  présence  (MII

2MIII/ADN)  ou  en  absence  (MII
2MIII/NO3

-)  de 
fragments courts d’ADN (100 à 500 pb). La  représente les spectres de diffraction aux rayons 
X des différentes phases.

d ~ 2.11 nm
d ~ 0.77 nm

d ~ 1.80  nm

d ~ 0.77 nm
d ~ 1.96  nm

d ~ 0.77 nm

Mg2Al Mg2Fe Mg2Ga
d ~ 2.11 nm
d ~ 0.77 nm

d ~ 1.80  nm

d ~ 0.77 nm
d ~ 1.96  nm

d ~ 0.77 nm

Mg2Al Mg2Fe Mg2Ga
d ~ 2.11 nm
d ~ 0.77 nm
d ~ 2.11 nm
d ~ 0.77 nm

d ~ 1.80  nm

d ~ 0.77 nm

d ~ 1.80  nm

d ~ 0.77 nm
d ~ 1.96  nm

d ~ 0.77 nm

d ~ 1.96  nm

d ~ 0.77 nm

Mg2Al Mg2Fe Mg2Ga

Figure 69  : Spectres de diffraction aux rayons X pour les différentes phases inorganiques synthétisées en 
présence (Mg2M3+/DNA) ou en absence d’ADN (Mg2M3+/NO3

-).  Les phases inorganiques (Mg2Al,  
Mg2Fe et Mg2Ga) ont été synthétisées à 50°C en présence de fragments d’ADN de 100 à 500 pb 
(ADNs). 
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Le pic de diffraction (110) est attribué à la distance inter-métallique au sein d’un même 
feuillet  hydroxyle.  La présence de ce pic dans tous les spectres confirme la formation des 
feuillets  hydroxyles  en  présence  ou  en  absence  d’ADN.  Le  premier  pic  du  spectre  de 
diffraction  est  attribué  à  la  réflexion  des  plans  de  la  famille  cristallographique  (003),  qui 
correspond à la distance inter-feuillet  d. En absence d’ADN, les espaces inter-feuillets sont 
occupés par l’anion NO3

-. Dans cette expérience, l’intercalation des molécules d’ADN entre les 
feuillets a été mise en évidence par la nette augmentation de la distance d d’une valeur de d = 
0.77 nm en absence d’ADN, à une distance  d ~ 2.11 nm, ~1.80nm et ~1.96 nm en présence 
d’ADN pour les phases Mg2Al, Mg2Fe et Mg2Ga, respectivement. La présence de plusieurs 
harmoniques d’une intensité importante (006, 009, 012) met en évidence des matériaux formés 
bien définis et bien cristallisés pour les phases Mg2Ga et Mg2Al. Au contraire, la phase Mg2Fe 
présente un faible taux de cristallinité, avec un spectre qui présente des pics plus larges et un 
bruit de fond important. Les pics (009) et (012) possèdent normalement une forme Gaussienne. 
Chacun de ces pics sur le spectre la phase Mg2Al/ADN présentent une déformation (marquée 
par les pointillés) qui s’expliquerait par la présence d’une phase Mg2Al/NO3 au sein de la phase 
Mg2Al/ADN. La présence de la phase Mg2Al/NO3 est tout a fait probable du fait de la faible 
concentration de l’ADN par rapport aux ions nitrates.

Des trois phases formées en présence d’ADN, c’est le spectre de la phase Mg2Ga/ADN 
qui présente le plus fort rapport signal-sur-bruit et le moins de déformation des pics.

Paramètres influençant la structure des feuillets hydroxydes des phases MgGa/ADNParamètres influençant la structure des feuillets hydroxydes des phases MgGa/ADN

La  phase  Mg2Ga/ADN  a  été  utilisée  comme  modèle  pour  étudier  l’influence  des 
conditions de synthèse dans la formation et la structure des feuillets hydroxyles intercalant 
l’ADN.

Tout d’abord, l’effet de la variation de la température de synthèse sur la distance inter-
feuillets  d,  a  été  étudié  sur  la  phase  Mg2Ga.  Les  phases  Mg2Ga  ont  été  synthétisées  à 
température ambiante, 50°C ou 60°C en présence d’ADN, et les spectres de diffraction sont 
représentés  sur  la  .  Les  hydroxydes  Mg2Ga  en  absence  d’ADN  (Mg2Ga/NO3)  ont  été 
synthétisés à température ambiante pour comparaison. 
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Figure 70  : (A) Spectres de diffraction des hydroxydes MgGa synthétisés en présence d’ADN à température  
ambiante (a), à 50°C (b) et à 60°C (c), ou en absence d’ADN (d) à 50 °C.

La présence du pic de diffraction (110) indique que les HDL se sont bien formées pour 
les HDL en absence d’ADN à température ambiante (d) et pour les HDL en présence d’ADN à 
température ambiante (a),  à 50°C (b) et  à 60°C (c). La comparaison des spectres a, b et c 
montre qu’en fonction de l’augmentation de la température de synthèse, la structure lamellaire 
des  HDL est  contractée,  se  traduisant  par  une  diminution  de  d de  2.39  nm (température 
ambiante) à 1.96 à 50°C, puis 1.86 nm à 60°C. De plus, l’apparition de quatre harmoniques du 
pic (00l) à 50°C, alors que seules deux harmoniques sont présentes à température ambiante, 
montre que l’empilement des feuillets a été amélioré par l’augmentation de la température. 
L’augmentation de l’intensité des pics (009) et (110) pour les spectres des HDL synthétisés à 
50°C et  60°C par  rapport  à  ceux  obtenus  à  température  ambiante  indique  également  une 
meilleure organisation intra-lamellaire des feuillets.

D’autre  part,  la  déformation  observée  sur  les  pics  (009)  des  hybrides  Mg2Ga/ADN 
synthétisé à température ambiante (spectre a) a été attribuée à la présence d’HDL Mg2Ga/NO3, 
alors que leur présence n’est pas détectée pour les hydroxydes Mg2Ga/ADN synthétisé à 50°C 
et 60°C.

L’influence de la température de synthèse sur la variation de l’espace inter-feuillets a 
aussi été étudiée par des analyses thermogravimétriques. Les thermographes des hydroxydes 
MgGa/ADN  synthétisés  à  différentes  températures  ont  été  comparés  aux  hydroxydes 
MgGa/NO3 et à l’ADN seul (). 
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Figure 71  : Analyses thermogravimétriques (ATG) sur un intervalle de température de 20 à 800°C. (A) et son 
agrandissement de 20 à 300°C (B) pour l’ADN seul (a),  les hydroxydes MgGa/ADN préparés à 
température ambiante (b),  à  50°C (c)  et  à  60°C (d),  et  pour les  hydroxydes MgGa/NO3 (e).  Le  
graphique C représente la variation de d en fonction du nombre de molécules dH2O obtenues par les  
mesures en ATG.

Les HDL MgGaNO3 et Mg2Ga/ADN (b, c, d et e) présentent des régions de perte de 
poids caractéristiques qui correspondent à la perte de molécules d’eau présentes à la surface et 
également  entre  les  feuillets  pour  les  températures  allant  de  25°C  à  220°C  (-B).  La  de-
hydroxylation des feuillets s’observe entre 220°C et 400°C, puis la décomposition de l’anion 
pour des températures supérieures à 450°C (-A).  L’ADN seul présente trois pertes de poids 
dans les intervalles de 25°C à 220°C, de 220°C à 400°C et au dessus de 400°C.

Les pertes de poids à faible température, attribuées au départ de molécule d’eau ont été 
rapportées à la formule générale des HDL et donne un nombre n de molécules d’eau perdue, 
avec n = 1.5 molécules d’eau pour Mg2Ga/NO3, n = 4.8 molécules d’eau pour Mg2Ga/ADN à 
50°C et n = 4.2 molécules d’eau pour Mg2Ga/ADN à 60°C, et enfin n = 4.8 molécules d’eau 
pour l’ADN seul. Une relation linéaire a été établie entre les nombre de molécules d’eau et la 
valeur  de  d (-C).  Il  est  intéressant  de  voir  que  le  nombre  de  molécules  d’eau  intercalées 
augmente avec l’espace inter-feuillet d, ce qui correspond à une diminution de la température 
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de synthèse. Ainsi, pour les expériences qui ont suivit, les synthèses ont été réalisées à une 
température de 50°C.

Les synthèses d’HDL en présence d’ADN ont été jusqu'à présent étudiées avec de petits 
fragments d’ADN (ADNS)  et  il  s’agit  de voir  si  ces conditions peuvent  être utilisées pour 
intercaler de plus grands fragments d’ADN (ADNL). Les spectres de diffraction aux rayons X 
des HDL Mg2Ga/DNAS et  Mg2Ga/DNAL sont représentés sur la   et  indiquent que l’espace 
inter-feuillets d est le même quelque soit le type de fragments d’ADN utilisé.

Figure 72  : Spectre de diffraction des hydroxydes MgGa préparés à 50°C avec des fragments d’ADN courts  
(a) ou longs (b).

Le dernier paramètre étudié, influençant la structure des HDL, a été le rapport molaire R : 
R =  Mg/Ga. Les HDL MgGa ont l’avantage de pouvoir être synthétisés sur un large intervalle 
de R (7 > R > 1,8). Ainsi, quatre rapports Mg/Ga ont été utilisés : R =  2, 3, 4 et 5, pour 
synthétiser  des  hydroxydes  MgGa/ADNL.  Les  spectres  de  diffraction  des  différents  HDL 
obtenus sont représentés sur la .

144



RÉSULTATS

Figure 73  : Spectres de diffraction des hydroxydes MgGa/NO3 (a) et MgRGa/ADNL préparés à 50°C avec 
différents rapport R = 2 (b), R = 3 (c), R = 4 (d) et R = 5 (e) représentés pour un intervalle de 2θ de 
2 à 70° (A) ou de 55 à 65° (B).

Le plan de réflexion (110) est relié au paramètre de la cellule de mesure a par la formule 
suivante : a =  2xd(110), et permet de déterminer à partir du spectre de diffraction la valeur de R 
du matériau formé. La comparaison des spectres de diffraction de la -B montre que la quantité 
maximale de Ga incorporé dans le matériau MgGa/ADN est proche de 2 et que, quelque soit le 
rapport R initial utilisé, le matériau formé présente invariablement un R final d’une valeur 
comprise entre 2 et 3. D’autre part, si le rapport initial utilisé est de R = 5, l’excès de Mg a 
formé une phase Mg(OH)2 qui est indexée par les pointillés sur la –A. La position du plan de 
réflexion (003) des hydroxydes MgGa/ADNL varie en fonction de l’augmentation du rapport 
molaire initial : 1.58 nm pour R = 3, 1.84 nm pour R = 4, et 2.29 nm pour R = 5. 

Potentiel des HDL pour la vectorisation d’acides nucléiquesPotentiel des HDL pour la vectorisation d’acides nucléiques

Les HDL sont des composés sensibles au pH qui sont biodégradables à pH acide. Ainsi, 
pour vérifier le potentiel des hydroxydes HDL/ADN pour la libération d’acides nucléiques, des 
études sur la sensibilité au pH des hydroxydes HDL/ADN et des expériences de transfection 
dans des cellules ont été réalisées avec les phase Mg2Ga/ADN. 

Sensibilité au pH

Le relargage de l’ADN à partir d’hybrides HDL/ADN a été réalisé pour les hydroxydes 
MgGa/ADN  en  présence  de  fragments  d’ADNL et  d’ADNS et  comparés  aux  hydroxydes 
MgFe/ADN  et  MgAl/ADN.  Les  hydroxydes  MgGa/ADN,  MgFe/ADN  et  MgAl/ADN 
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synthétisés à 50°C, avec R = 2, ont été déposé sur gel d’agarose afin d’observer la migration 
des fragments d’ADN. Les résultats sont présentés sur la .

Figure 74  : Analyse des hydroxydes HDL/ADN par électrophorèse sur gel d’agarose.  (A) Les hydroxydes 
MgFe/ADNS, MgGa/ADNS et MgAl/ADNS ont été incubés 30 minutes à 37°C à pH 8 (ligne 3, 5 et 7,  
respectivement) ou à pH 2 (ligne 4, 6 et 8, respectivement) et analysés sur le même gel d’agarose.  
Les  lignes  1  et  2  correspondent  au  marqueur  de  taille  de  100  pb  et  aux  fragments  d’ADNS,  
respectivement. (B) Les hydroxydes MgFe/ADNS, MgGa/ADNS et MgAl/ADNS ont été synthétisés en 
présence  d’ADN  plasmidique,  incubés  à  pH  8  et  analysés  sur  gel  d’agarose  (ligne  3,4  et  5,  
respectivement). Les lignes 1 et 2 correspondent au marqueur de taille de 1 Kpb et aux fragments  
d’ADNL, respectivement.

L’absence de migration d’ADN dans les échantillons incubés à pH 8 montre que les 
hydroxydes MgGa/ADN, MgFe/ADN et MgAl/ADN ont toutes conduit  à l’intercalation de 
l’ADNS (-A, lignes 3, 5 et 7) et de l’ADN plasmidique (-B, lignes 3, 4 et 5). L’incubation des 
hydroxydes synthétisés en présence d’ADNS à  pH 2 conduit  à la dissociation partielle des 
hydroxydes MgFe/ADN et MgAl/ADN, qui se traduit par la migration de l’ADN à travers le 
gel (-A) et des trois hydroxydes testés les MgGa/ADNS semblent relarguer la plus importante 
quantité d’ADN.

Intégration dans les cellules HeLa

Des expériences de transfection sur des cellules en culture ont été réalisées en présence 
d’ADN de différentes tailles (ADNS, ADNL et ADN plasmidique) préalablement marqués à 
l’aide d’une sonde fluorescente s’intercalant dans l’ADN, le YOYO-1. 

Les HDL/ADN fluorescents formés ont été incubés 2h en présence des cellules HeLa, et 
comme la   le montre, les HDL/ADN ont été détectés dans les cellules quelque soit le type 
d’ADN utilisé. La plupart des spots fluorescents verts observés se présentent sous la forme 
d’une seule zone fluorescente par cellule proche de la membrane plasmique ou dispersés dans 
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le cytoplasme (image A, B et C). Au contraire, des cellules incubées en présence d’ADN seul 
marqué au YOYO-1 ne présentent pas de fluorescence (image non représentée). 

Figure 75  : Intégration des hydroxydes HDL/ADN dans des cellules HeLa. Les cellules ont été incubées 2h, à  
37°C  en  présence  d’hydroxydes  Mg2Ga/ADNS,  Mg2Ga/ADNL,  Mg2Ga/ADNplasmide dans  300  µL 
d’OPTIMEM. Les molécules d’ADN ont été préalablement marquées avec l’intercalent fluorescent,  
le YOYO-1 respectant le rapport de 1 molécule de YOYO toutes les 250 pb. Les images A, B et C  
représentent les micrographes fluorescent et les images D, E et F. Le YOYO émet une fluorescence  
verte, et les noyaux des cellules, marqués au DAPI, en bleu. Agrandissement x63.
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Dans  cette  étude,  nous  avons  décrit  la  synthèse  d’un  matériau  hybride  nouveau  qui 
consiste  à  un assemblage  supra-moléculaire  de  feuillets  inorganiques  à  partir  desquels  des 
molécules  d’ADN  peuvent  en  être  extraites  en  modifiant  le  pH.  En  effet,  les  feuillets 
inorganiques  ont  été  synthétisés  par  la  méthode  de  co-précipitation,  dans  le  but  d’utiliser 
l’ADN comme support de synthèse des feuillets. Les résultats ont montré que les conditions de 
synthèse optimales correspondent à une température de réaction de 50°C pour des feuillets 
composés de gallium et de magnésium. Le rapport molaire Mg/Ga est de 2/1 et la quantité 
d’ADN en solution est deux fois plus élevée que celle en ions Ga3+.

Figure 76  :  Représentation  schématique  de  l’intercalation  d’une  hélice  d’ADN  entre  les  feuillets  
inorganiques de type HDL.

Ces conditions de synthèse ont conduit  à  la  formation de feuillets  inorganiques dont 
l’espace inter-feuillets est de 1.96 nm, ce qui correspond à un arrangement confiné de l’hélice 
d’ADN orientée parallèlement aux feuillets comme illustré sur la .

L’originalité des matériaux hybrides HDL/ADN réside dans leur capacité à intercaler les 
molécules  d’ADN  au  sein  d’une  structure  inorganique,  labile  à  pH  acide  et  capable  de 
transférer les molécules d’acides nucléiques dans des cellules en culture.
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Le développement de nouvelles molécules et de nouvelles stratégies dans la vectorisation 
synthétique d’acides nucléiques représente aujourd’hui un enjeu majeur pour plusieurs raisons. 
Par  rapport  aux  vecteurs  viraux,  les  vecteurs  synthétiques  sont  des  molécules  peu 
immunogènes, qui ne présentent aucun risque de virulence, et qui permettent de véhiculer des 
transgènes de grande taille. D’autre part, les vecteurs synthétiques ont le grand avantage d’être 
simple a élaborer et à utiliser, et ils sont peu coûteux.

L’ARN interférence est  un outil  technologique très efficace pour inhiber l’expression 
d’un  gène.  Dans  ce  processus  les  siARN s’apparient  de  manière  spécifique  à  l’ARNm et 
bloquent  l’étape  de  traduction  de  l’ARNm en  protéine  (Grünweller  and  Hartmann,  2005). 
L’ARNi  peut  être  utilisé  pour  déterminer  le  rôle  cellulaire  d’un  gène  et  se  présenterait 
également comme une alternative aux animaux transgéniques « knock-out ». D’autre part, dans 
les maladies acquises, comme les cancers ou les maladies d’origine virale, l’ARNi se présente 
comme une application thérapeutique prometteuse. Pour être efficace, les siARN ont besoin 
d’être  transférés  jusqu’au  cytoplasme  de  la  cellule.  Les  vecteurs  synthétiques  aujourd’hui 
utilisés ont été développés et optimisés pour transporter principalement de l’ADN plasmidique, 
et  il  n’est  pas évident  que ces vecteurs interagissent et  transfectent  les  siARN de manière 
identique à l’ADN. Compte-tenu des applications thérapeutiques très prometteuses de l’ARNi, 
il est aujourd’hui primordiale de développer des vecteurs synthétiques conçus pour transporter 
efficacement  ces  molécules  dans  les  cellules,  en  utilisant  par  exemple  des  groupements 
chimiques capables de se lier spécifiquement avec les siARN.

Les aminoglycosides sont des molécules antibiotiques qui interagissent avec les ARN et 
en particulier avec le site A présent sur les ARN des ribosomes (François  et al., 2005). Les 
aminoglycosides  sont  des  aminos  sucres  qui  présentent  plusieurs  fonctions  amines 
protonnables  à  pH physiologique.  Ainsi,  la  stratégie  employée  a  été  d’utiliser  des  dérivés 
lipidiques d’aminoglycosides (Belmont et al., 2002) dans le but de créer un vecteur synthétique 
siARN-spécifique.  Différents aminoglycosides ont été fixés au niveau de la tête polaire du 
lipide : la kanamycine, la tobramycine, la néomycine et la paromomycine, ce qui nous a permis 
d’avoir  une  mini-librairie  de  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides.  La  kanamycine  et  la 
tobramycine  appartiennent  à  la  classe  des  deoxystreptamine  4,6-disubstitués,  et  la 
paromomycine et la néomycine à la classe des deoxystreptamine 4,5-disubstitués (Sainlos  et 
al., 2004 et 2005). 

Nous avons émis l’hypothèse que les conclusions qui ont pu être faites concernant les 
propriétés physico-chimique et les relations entre la structure et l’activité des complexes lipides 
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cationiques/ADN plasmidique, n’étaient pas de toute évidence les mêmes pour des complexes 
lipides  cationiques/siARN.  L’ADN  plasmidique  et  les  siARN  sont  des  molécules  qui 
présentent des différences de poids moléculaire et de structure qui pourraient être responsables 
d’une  différence  de  structure  ou  d’activité  des  complexes.  L’objectif  de  ma thèse  était  de 
déterminer  dans  un  premier  temps les  propriétés  physico-chimiques  des  complexes  lipides 
cationiques/siARN et de déterminer si les dérivés lipidiques d’aminoglycosides apportaient un 
avantage à la transfection de siARN dans les cellules, par rapport aux vecteurs optimisés pour 
transfecter l’ADN plasmidique. 

Les  propriétés  physico-chimiques  des  complexes  lipides  cationiques/siARN  ont  été 
étudiées  en  présence  du  BGTC-DOPE,  un  lipide  efficace  pour  la  transfection  d’ADN 
plasmidique  (Pitard  et  al.,  1999),  et  des  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides.  Par 
comparaison,  les  mêmes  complexes  ont  été  réalisés  en  présence  d’ADN plasmidique.  Les 
résultats de stabilité colloïdale (mesure de taille) et de condensation de l’ADN (fluorescence du 
BET en  solution)  ont  mis  en  évidence  que  les  complexes  formés  en  présence  d’ADN ne 
présentent pas de différence, qu’ils soient obtenus en présence de BGTC-DOPE ou en présence 
de dérivés lipidiques d’aminoglycosides. Pour les complexes de siARN, la stabilité colloïdale 
exprimée en fonction du rapport de charges +/- (lipides cationiques/siARN) correspondait bien 
au modèle des trois phases de stabilité colloïdale différentes proposées précédemment pour 
l’ADN plasmidique (Pitard et al., 1999). Cependant, les résultats montrent une différence entre 
les  complexes  de  siARN  formés  en  présence  de  BGTC-DOPE  et  des  dérivés  lipidiques 
d’aminoglycosides. En effet, les complexes BGTC-DOPE/siARN présentent une zone B très 
large et s’étend sur des rapports de charges +/- allant de 2 à 8, avec une taille supérieure à 700 
nm.  Par  contre,  les  complexes  obtenus  avec  les  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides 
présentent une zone B assez peu marquée et il n’y a pas de forte agrégation des complexes 
puisque leur taille ne dépasse pas 500 nm. Et d’une manière générale, les dérivés lipidiques 
d’aminoglycosides ont conduit à la formation de complexes de plus petites tailles qu’avec le 
BGTC-DOPE en zone A et C. De plus, les dérivés lipidiques d’aminoglycosides ont permis de 
condenser les siARN pour des rapports de charges plus faibles que le BGCT-DOPE. Ainsi, les 
résultats ont montré que le BGCT-DOPE n’a pas présenté un comportement différent qu’il ait 
été complexé en présence d’ADN plasmidique ou de siARN. Par contre, les dérivés lipidiques 
d’aminoglycosides  ont  révélé  un  comportement  différent  quand  ils  étaient  complexés  en 
présence de siARN. L’analyse de l’organisation supramoléculaire des complexes a montré que 
les complexes formés en présence de BGTC-DOPE présentaient une organisation lamellaire 
concentrique avec les siARN, comme décrit dans la littérature pour l’ADN (Pitard et al., 1999). 
Par contre, les complexes de siARN obtenus avec le dérivé lipidique de la paromomycine n’ont 
pas  montré  une  organisation  lamellaire  concentrique  par  diffraction  des  rayons  X à  petits 
angles,  et  la  visualisation  des  complexes  de  siARN  par  cryo-microscopie  confirme  ces 
résultats. D’autre part, la morphologie des complexes dépendait de la classe d’aminoglycoside 
utilisée au niveau de la tête polaire : les dérivés lipidiques de la classe des 4,6-disubstitués 
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présentent une organisation lamellaire concentrique alors que les dérivés lipidiques de la classe 
des 4,5-disubstitués présentent une organisation beaucoup plus irrégulière (lamellaire, mais sur 
de très courte distance).

Ces  résultats  montrent  que  les  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  se  comportent 
différemment  quand  ils  sont  mis  en  présence  de  siARN,  alors  qu’un  lipide  conçu  pour 
transporter  de  l’ADN  plasmidique  n’a  pas  présenté  de  différence  qu’il  soit  complexé  en 
présence de siARN ou d’ADN plasmidique. Ces différences observées sont dues à la présence 
du groupement aminoglycoside au niveau de la tête polaire du lipide cationique. L’interaction 
particulière des dérivés lipidiques d’aminoglycosides avec les siARN pourrait s’expliquer tout 
d’abord par le fait que les aminoglycosides sont connus pour interagir de manière spécifique 
avec le site A de l’ARN (François et al., 2005). Dans le cas du BGTC-DOPE, les deux charges 
positives sont portées par les fonctions guanidinium très proches l’une de l’autre. Par contre si 
on  observe  le  positionnement  des  charges  positives  sur  les  dérivés  lipidiques 
d’aminoglycosides, le nombre de charges positives varie de 3 à 6 charges par molécule, et sont 
réparties sur les différents cycles qui constituent l’aminoglycoside. Dans le cas des complexes 
de  siARN,  ce  positionnement  des  charges  positives  particulier  sur  les  cycles  des 
aminoglycosides  aurait  un  rôle  dans  l’interaction  entre  les  molécules  car  seul  les  dérivés 
lipidiques d’aminoglycosides sont capables de former des complexes avec les siARN de plus 
petites tailles, même pour des complexes de la zone B, par rapport au BGTC. D’autre part, les 
deux classes d’aminoglycosides, 4,6- et 4,5-disubstitués se différencient par leur nombre de 
cycles et leur nature. La classe des 4,6-disubstitués comporte, deux sucres de type pyrannose 
alors que la classe des 4,5-disubstitués comporte deux sucres de type pyrannose et un sucre de 
type  furannose.  Les  dérivés  lipidiques  de  la  classe  de  4,6-disubstitués  présentent  une  tête 
polaire qui est plus allongée que celle des 4,5-disubstitués et il est possible que les premiers 
adoptent une conformation de type cône, alors que les seconds qui présentent une tête polaire 
plus  importante  occuperaient  un  espace  de  type  tubulaire.  Cette  différence  expliquerait  la 
structure  particulière,  qui  semble  être  lamellaire  mais  sur  de  très  courte  distance,  que  les 
dérivés  lipidiques  de  la  classe  des  4,5-disubstitués  adoptent.  D’autre  part,  la  taille  des 
liposomes des  dérivés lipidiques de la classe des 4,5-disubstitués est plus petite que celle des 
dérivés lipidiques de la classe de 4,6-disubstitués, ce qui ne favoriserait pas la formation d’une 
structure lamellaire concentrique, comme il a été montré précédemment pour des complexes 
lipides cationiques/ADN (Pitard et al., 1997 ; Pitard et al., 2001).

En termes d’efficacité d’inhibition de l’expression de la GFP, mis à part le comportement 
particulier  du  dérivé  lipidique  de  la  kanamycine,  les  autres  dérivés  lipidiques 
d’aminoglycosides se sont montrés plus efficaces que le BGTC-DOPE. Par exemple, pour un 
rapport  de  charges  de  8,  on  observe  que  les  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  de  la 
tobramycine, de la paromomycine et de la néomycine ont été plus efficaces que le BGTC-
DOPE. Cette différence d’efficacité peut s’expliquer par le fait qu’à ce rapport de charges les 
complexes BTGC-DOPE se situe encore dans la zone B, alors que les complexes formés en 
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présence  des  trois  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  se  présentent  sous  la  forme  de 
complexes de petites tailles (< 100 nm) appartenant à la zone C. Le niveau d’internalisation des 
complexes  devraient  être  le  même,  car  il  en  déjà  été  montré  pour  des  complexes  lipides 
cationiques/ADN que le niveau d’internalisation était identique que les complexes se trouvent 
en zone C ou en zone B (Turek et al., 2000). Ce serait au niveau de la sortie des endosomes 
que  les  différences  pourraient  avoir  lieu.  La  structure  chimique  particulière  des  dérivés 
lipidiques  d’aminoglycosides,  de  part  le  nombre  d’amines  protonnables  présentent  sur  les 
aminoglycosides  ainsi  que  la  disposition  de  ces  amines  sur  des  cycles,  pourrait  avoir  une 
influence  dans  l’interaction  des  dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  et  des  lipides  de  la 
membrane  interne  des  endosomes.  Il  se  pourrait  que  la  présence  des  dérivés  lipidiques 
d’aminoglycosides  accentue  le  phénomène  de  « flip-flop »,  proposé  dans  des  études 
précédentes,  qui  induit  un  relargage  rapide  des  acides  nucléiques  dans  le  compartiment 
cytoplasmique (Fattal et al., 1994 ; Medina-Kwaune et al., 2005). Les siARN, complexés aux 
dérivés lipidiques d’aminoglycosides, seraient ainsi relarguer plus rapidement des endosomes, 
évitant la dégradation acide lysosomale. Les siARN sont actifs dans le cytoplasme des cellules 
au niveau de l’ARNm et ne nécessitent donc pas de transport jusqu’au noyau, c’est pourquoi la 
différence d’efficacité, obtenue avec les dérivés lipidiques d’aminoglycosides, s’expliquerait 
au niveau du transport intracellulaire des complexes. Ainsi, pour les complexes de siARN, les 
dérivés  lipidiques  d’aminoglycosides  présentent  des  différences  aussi  bien  au  niveau  des 
propriétés physico-chimiques que d’efficacité, ce qui est en bon accord avec les données de la 
littérature où il a été largement montré que l’efficacité des complexes dépend principalement 
des  propriétés  physico-chimiques  des  complexes.  L’optimisation  de  vecteurs  capables  de 
vectoriser spécifiquement les siARN a permis d’obtenir une très bonne efficacité d’inhibition 
de l’expression de la GFP en diminuant les quantités de siARN. Ceci est important car il a été 
montré  que  l’augmentation  de  la  quantité  de  siARN  amplifiait  l’activation  de  la  réponse 
interféron induite par la présence d’ARN double brin exogène (Sledz et al., 2003 ; Bridge et 
al., 2003). Les résultats ont montré que pour une transfection de 300 ng de siARN les dérivés 
lipidiques d’aminoglycosides de la tobramycine, néomycine et paromomycine ont conduit à 
une expression résiduelle de la protéine GFP de moins de 25% alors qu’en présence de BGTC-
DOPE l’expression de la GFP est restée proche de 65% (-B). 

Ces résultats ont été obtenus par le suivi de l’expression de la protéine de la GFP dans la 
cellule. Il s’agit désormais de confirmer ces observations par un dosage de l’ARNm résiduel de 
la GFP et de vérifier le niveau d’expression des autres protéines dans la cellule.

Les lipides cationiques et les polymères cationiques sont des vecteurs très efficaces pour 
le transfert d’acides nucléiques dans des cellules en culture, cependant, pour des applications 
in vivo, ils se sont avérés peu efficaces et toxiques. La forte densité de charges positives que 
présente à la surface des complexes formés par un mode d’auto-assemblage est un frein à leur 
administration in vivo, en raison de la présence des constituants anioniques du sérum ou de la 
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matrice extracellulaire qui s’agrègent très rapidement avec ces complexes (Kang et al., 2005). 
Pourtant, le développement d’un système de transfert d’acides nucléiques simple, efficace et 
non toxique in vivo permettrait d’envisager le traitement d’un grand nombre de pathologies. Au 
cours de ma thèse je  me suis  intéressée dans une deuxième partie  au développement d’un 
système de vectorisation synthétique dans le poumon. Le transfert d’acides nucléiques dans le 
poumon peut présenter de nombreuses applications thérapeutiques comme, par exemple,  le 
traitement de la mucoviscidose, de l’asthme, ou des cancers, mais il peut également être utilisé 
pour la sécrétion de protéine systémique. Actuellement, le vecteur synthétique le plus efficace 
pour transférer de l’ADN dans les poumons est l’homopolymère cationique PEI (Densmore et 
al.,  2000 ;  Goula  et  al.,  2000).  Cependant,  l’injection des  complexes  PEI/ADN induit  une 
importante réaction inflammatoire dans les poumons qui se traduit par la présence d’un infiltrat 
cellulaire au niveau de la zone péri-bronchiale et des vaisseaux sanguins et d’une importante 
obstruction des bronches. Un système de vectorisation efficace,  non invasif et  non toxique 
nécessite réellement d’être développé pour cet organe car ce type de réaction inflammatoire 
observé  avec  le  PEI  n’est  pas  concevable  dans  un  contexte  pathologique  comme  la 
mucoviscidose où l’organe présente déjà d’importantes lésions. 

Pour développer un nouveau système de vectorisation synthétique dans le poumon, nous 
avons  choisi  de  rester  dans  la  classe  des  complexes  auto-assemblés,  mais  en  changeant 
radicalement  la  structure moléculaire  du vecteur.  A la  différence des vecteurs cationiques, 
comme le PEI qui est un homopolymère possédant une importante densité de charges positives, 
nous  avons  décidé  d’utiliser  des  structures  moléculaires  amphiphiles  et  non-ioniques,  ou 
faiblement chargées. Ce type de structure est observé dans la classe des copolymères à blocs et 
nous avons testé l’efficacité de cette nouvelle classe en utilisant particulièrement la famille des 
copolymères triblocs et tétrafonctionnalisés. Les triblocs sont non-ioniques et constitués d’un 
bloc central hydrophobe poly(-propyleneoxyde) (PPO) de relié à deux blocs hydrophiles de 
poly(-éthyleneoxyde)  (PEO).  Les  triblocs  ne  possèdent  pas  de  groupements  cationiques 
capables d’établir des interactions électrostatiques avec les phosphates de l’ADN, cependant 
nous avons supposé qu’ils pouvaient interagir avec l’ADN par liaisons des Van der Walls ou 
des interactions hydrophobes. Au sein de notre laboratoire, il a déjà été montré que de l’ADN 
formulé en présence des triblocs a conduit à une nette augmentation de l’expression du gène 
rapporteur par rapport à l’ADN nu dans le muscle (Pitard et al., 2002 ; Richard et al., 2005). 
D’autres  études  ont  confirmé  l’augmentation  de  l’expression  d’un  gène  rapporteur  ou 
thérapeutique quand l’ADN était formulé en présence de triblocs (Lemieux et al., 2000 ; Liaw 
et al., 2001 ; Lu  et al., 2003), et ont également montré que les triblocs condensaient l’ADN 
(Liaw  et al.,  2001). Pour évaluer l’efficacité des triblocs dans le transfert de gène dans les 
poumons, nous avons utilisé le PEI comme vecteur synthétique de référence. La comparaison 
de la formulation de l’ADN avec PEI ou les triblocs a mis en évidence que les triblocs, comme 
le Lutrol®, permettent de formuler une quantité bien plus importante d’ADN que le PEI. En 
effet,  pour  de  forte  concentration  en  ADN,  le  PEI,  forme  des  particules  instables 
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colloïdallement,  agrégées  et  qui  sont  visibles  à  l’œil  nu.  Ce  type  d’instabilité  colloïdale 
contraint radicalement l’utilisation  du PEI in vivo pour de fortes concentrations d’ADN. Dans 
notre modèle d’étude qui consiste en une injection de 100 µl de la solution de complexes dans 
les poumons, le PEI a permis d’injecter au maximum 20 µg d’ADN alors que le Lutrol® il a 
été possible de formuler jusqu’à 350 µg d’ADN sans formation visible de particules instables 
colloïdallement. Ainsi, il a été observé que pour une quantité équivalente d’ADN (20µg), le 
PEI et le Lutrol® ont conduit à une expression similaire deux jours après l’injection dans les 
poumons.  Par  contre,  l’augmentation  de  la  quantité  d’ADN  dans  la  formulation  avec  le 
Lutrol® s’est associée à une nette augmentation de la quantité de protéine exprimée dans les 
poumons. De plus, avec les polyplexes PEI/ADN, la cinétique d’expression du gène rapporteur 
a présenté un maximum d’expression 2 jours après l’injection puis a diminué rapidement, alors 
que  les  complexes Lutrol®/ADN ont  permis de maintenir  une expression stable  jusqu’à 5 
jours, puis a progressivement diminué. Dans le cas des polyplexes PEI/ADN, ce type de profil 
d’expression peut s’expliquer par une transfection rapide de l’ADN plasmidique au noyau et 
qu’aucune réserve d’ADN plasmidique ne s’est  créée au sein de la cellule  pour prolonger 
l’expression. Ces observations sont en bon accord avec les précédentes études concernant le 
PEI  et  d’autres  molécules  cationiques  (Densmore  et  al. 2000).  La  différence  du  profil  de 
cinétique  d’expression  entre  le  PEI  et  le  Lutrol®  peut  s’expliquer  par  des  procédés 
d’internalisations différents. Il a été largement montré que les polyplexes de type PEI/ADN 
sont internalisés dans les cellules par un processus d’endocytose (Zabner et al., 1995 ; Labat-
Moleur et al., 1996). En effet, dans l’internalisation des polyplexes PEI/ADN, une partie des 
molécules d’ADN arrivent à échapper à la dégradation lysosomale (Howell  et al., 2003). Par 
contre, dans le cas du Lutrol®, il a été montré que les triblocs ont la capacité de déstabiliser les 
membranes des cellules (Kabanov  et al., 2002 ; Maskarinec  et al. 2002). Ainsi, les triblocs 
pourraient jouer un rôle dans la perturbation de la membrane des endosomes, permettant une 
libération plus rapide de l’ADN dans le cytoplasme. Dans un futur proche, il serait intéressant 
de réaliser ces expériences de transfection en présence d’ADN ou de polymère marqué par des 
groupements fluorescents afin de comprendre un peu mieux par quelle voie les complexes 
Lutrol®/ADN s’intègrent dans la cellule. D’autre part, l’expression du gène rapporteur sur une 
courte période avec le Lutrol® peut s’expliquer par l’utilisation du promoteur CMV qui dirige 
l’expression de la CAT. En effet,  ce promoteur est connu pour sa forte efficacité, mais se 
caractérise par une inactivation assez rapide dans le temps (Yew et al. 2001). Pour améliorer 
l’expression du gène rapporteur dans le temps, il serait plus judicieux d’utiliser un promoteur 
du  type  ubiquitine  B,  il  a  en  effet  été  montré  que  l’expression  d’un  transgène  a  pu  être 
augmenter jusqu’à trois mois en utilisant un promoteur humain de l’ubiquitine B, alors que 
l’expression se limitait à 7 jours en utilisant un promoteur CMV (Gill et al., 2001 ; Yew et al., 
2001).  D’autre  part,  les  analyses  histopahtologiques  réalisées  sur  les  poumons  après  une 
injection d’une solution de Lutrol® ou d’ADN nu (100 µg) ou de complexes Lutrol®/ADN à 
20 µg en ADN n’induisait aucun changement visible au niveau des poumons. Par contre, pour 
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une même quantité d’ADN, les polyplexes PEI/ADN ont été responsable d’une importante 
réaction inflammatoire qui s’est traduit par une très forte infiltration cellulaire au niveau de la 
zone  péribronchiale,  dans  lumière  des  alvéoles,  autour  des  vaisseaux  sanguins,  et  une 
importante obstruction des bronches. Ainsi, l’analyse histopathologique a été réalisée pour une 
injection  de  Lutrol®/ADN  contenant  100  µg  d’ADN  puisqu’elle  permet  d’obtenir  une 
augmentation  de  l’expression  du  gène  rapporteur  par  rapport  aux  complexes  PEI/ADN et 
Lutrol®/ADN à 20 µg. Il a été montré que les complexes Lutrol®/ADN contenant 100 µg 
d’ADN  ont  induit  une  réponse  inflammatoire  très  modérée.  En  effet,  deux  jours  après 
l’injection  une  infiltration  de  cellules  mononuclées  a  été  observée  autour  des  vaisseaux 
sanguins et dans la zone péribronchiale. Cependant, il n’a pas été observé d’infiltrat cellulaire 
au niveau de la lumière des alvéoles, ni d’obstruction des bronches. De plus, deux jours après 
l’injection, le dosage dans le sérum du niveau d’expression de l’IL-6 montre une expression 
très proche du niveau de base, ce qui contraste énormément avec ce qui a été observé suite à 
une injection en systémique de complexes vecteurs cationiques/ADN (Zhao et al. 2004).

Ensuite, l’efficacité des complexes PEI/ADN et Lutrol®/ADN ont été évalués pour des 
transfection réalisées avec un Microsprayer. Il a en effet été montré que des injections réalisées 
à l’aide d’un  Microsprayer® avaient donné une expression plus uniforme suite à l’injection 
d’un adénovirus (AAV2) dans l’épithélium pulmonaire du macaque (Beck et al., 2002 ; Fisher 
et al., 2003). Les complexes Lutrol®/ADN injectés par le Microsprayer® ont conduit à une 
expression 5 à 15 fois supérieure par rapport aux complexes PEI/ADN. Cependant, l’injection 
des complexes par le Microsprayer® à conduit à une diminution de la quantité de protéine 
exprimée  par  rapport  à  une  injection  par  instillation,  aussi  bien  pour  les  complexes 
Lutrol®/ADN que pour les complexes PEI/ADN. L’explication de la perte de fonctionnalité 
des complexes lors d’une administration avec le Microsprayer® n’est pas vraiment expliquée. 
Il serait possible que les complexes perdent leurs propriétés physico-chimiques au moment de 
l’aérosolisation. Compte-tenu de ces résultats, nous avons décidé de comparer l’efficacité de 
transfection  d’un  gène  rapporteur  en  présence  de  Lutrol  avec  la  deuxième  famille  de 
copolymères à blocs, les tétrafonctionnalisés. Les tétrafonctionnalisés sont des polymères qui 
ont la particularité de présenter une charge positive par molécule, portée par un groupement 
éthylènediamine, mais qui conserve leur caractère amphiphile par la présence de quatre blocs 
(PEO)-(PPO)-(PEO)  reliés  à  l’éthylènediamine.  L’injection  par  instillation  de  complexes 
704/ADN a permis d’augmenter jusqu’à 5 fois la quantité de protéine exprimée par rapport aux 
complexes  Lutrol®/ADN  (100  µg)  et  suite  à  une  injection  par  aérosolisation  les 
tétrafonctionnalisés ont conduit à un niveau d’expression d’environ 5 ng de CAT par poumon. 
Les tétrafonctionnalisés ont donc permis de conserver une efficacité de transfection de l’ADN 
après une injection par aérosolisation par rapport aux complexes Lutrol®/ADN qui perdaient 
complètement  leur  efficacité.  Les  tétrafonctionnalisés  présentent  effectivement  une  charge 
positive qui  n’est  pas présente chez les triblocs.  La caractérisation des propriétés physico-
chimiques des complexes 704/ADN a été récemment publiée au sein de notre équipe (Pitard et 
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al., 2004), et a montré que les tétrafonctionnalisés étaient capables d’interagir avec l’ADN pour 
former  des  nanosphères  chargées  négativement  au  sein desquelles  l’ADN est  condensé.  A 
l’inverse, des mesures de la fluorescence du BET en solution d’une solution d’ADN formulé en 
présence  de  Lutrol®  n’ont  pas  révélé  de  diminution  de  la  fluorescence  même  pour  des 
concentrations de Lutrol® allant jusqu’à 11 mM (résultats non présentés). Ainsi, la persistance 
de l’efficacité de transfection, d’un gène rapporteur dans les poumons de souris, des complexes 
704/ADN après une injection par aérosolisation s’expliquerait par la présence d’interactions 
plus  fortes  entre  les  tétrafonctionnalisés  et  l’ADN  qui  résisteraient  au  stress  créé  lors  de 
l’aérosolisation.

La nouvelle classe de copolymères à blocs pour le transfert de gènes dans les poumons 
m’a permis de définir au cours de ma thèse un nouveau système de vectorisation synthétique 
efficace pour transférer un ADN plasmidique, non-toxique, non invasif, et administrable par 
une voie d’aérosolisation, et a permis de transfecter les cellules épithéliales du parenchyme, 
des bronches et de la trachée. Désormais, nous envisageons de transfecter le gène codant pour 
le canal CFTR dans des souris CFTR -/-.

Parmi  les  vecteurs  synthétiques/acides  nucléiques  qui  appartiennent  à  la  classe  des 
systèmes auto-assemblés certains chercheurs se sont intéressés à introduire des groupements 
sensibles au pH, ou aux potentiels redox, ou biodégradable. Par exemple, dans la classe des 
lipides cationiques, des groupements chimiques ont été introduit généralement au niveau du 
bras espaceur, qui relie la partie polaire et la partie hydrophobe entre elles. La présence de ce 
groupement pH-sensible au niveau du lipide a été introduite dans le but de faciliter la sortie des 
endosomes  des  complexes  et  d’accélérer  le  relargage  de  l’ADN  dans  le  compartiment 
cytoplasmique (Fattal et al., 1994 ; Medina-Kwaune et al., 2005). Cependant, à ce jour aucune 
fonction de type pH-sensible n’a réellement apportée un changement significatif de l’efficacité 
de transfection d’un gène.

Pour  les  lipides  cationiques  présentant  une  fonction  pH-sensible  au  niveau  du  bras 
espaceur, seule cette partie du lipide est clivée dans des conditions acides. C’est pourquoi nous 
avons  pensé  qu’un  vecteur  qui  serait  entièrement  dégradable  à  pH  acide  apporterait  des 
fonctions  innovantes  dans  ce  domaine.  Nous  avons  trouvé  que  les  hydroxydes  doubles 
lamellaires (HDL) étaient de très bon candidat pour ce type de synthèse. En effet, les HDL sont 
des  matériaux  constitués  de  feuillets  hydroxydes  inorganiques  chargés  positivement,  entre 
lesquels  s’intercalent  des  espèces  anioniques  (Rives,  2001).  Les  HDL sont  des  matériaux 
entièrement biodégradables à pH acide et des précédentes études ont montré qu’il était possible 
d’intercaler des macromolécules, comme de très petits fragments d’acides nucléiques, entre des 
feuillets inorganiques des HDL par la méthode d’échange d’ions (Wilson et al., 1999 ; Leroux 
et al., 2000 ; Cölfen et al., 2003).

La troisième partie expérimentale de ma thèse a été consacrée au développement d’un 
nouveau matériau hybride HDL/ADN où les molécules d’ADN seraient intercalées entre les 
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feuillets  des  HDL.  Dans  le  but  d’obtenir  un  taux  d’intercalation  maximal,  les  matériaux 
hybrides ont été synthétisés par une méthode de co-précipitation. Ce type de synthèse fait appel 
au deuxième mode d’assemblage où l’ADN a été utilisé comme support de synthèse des HDL 
et a permis la formation in situ de feuillets inorganiques autour des molécules d’ADN. Nous 
avons tout d’abord procédé à l’optimisation des paramètres de synthèse : la température de 
synthèse, le type de métaux utilisé pour former le feuillet inorganique et le rapport molaire 
entre  les  métaux.  Les  résultats  ont  montré  que  les  conditions  de  synthèse  optimales 
correspondent  à  une  température  de  réaction  de  50°C  pour  des  feuillets  composés  de 
magnésium  et  de  gallium  (Mg2Ga).  La  synthèse  des  phases  Mg2Ga/ADN  à  différentes 
températures a permis de montrer que l’augmentation de la température de synthèse conduisait 
à  une  contraction  de  l’espace  inter-feuillet.  D’autre  part,  la  meilleure  organisation  intra-
lamellaire des feuillets Mg2Ga a été obtenue pour une température de 50°C par la présence de 
quatre  harmoniques  de  la  famille  cristallographique  003.  Ensuite,  les  matériaux  hybrides 
Mg2Ga ont  été  synthétisés  en  utilisant  différents  rapports  molaires  Mg/Ga  car  les  phases 
Mg2Ga ont la particularité de pouvoir être synthétisés sur un large intervalle de R ( 7 > R > 1,8) 
(Lopez-Salina et al., 1999). Les spectres de diffraction des phases ont montré que quelque soit 
le rapport molaire Mg/Ga initial (R = 2, 3, 4 et 5), le matériau hybride Mg2Ga/ADN formé 
présente invariablement un R final compris entre 2 et 3. Par contre, en absence d’ADN, des 
précédentes études ont montré que le R final, des phases Mg2Ga formées, concordait bien avec 
le R initial (Lopez-Salina  et al., 1999), ce qui montre que la présence d’ADN joue un rôle 
important  dans  la  composition  final  des  feuillets  formés.  D’autre  part,  par  rapport  aux 
matériaux hybrides Mg2Fe/ADN et Mg2Al/ADN, les phases Mg2Ga/ADN sont les seules qui 
présentaient  une structure  cristalline bien définie,  par  la  présence d’un rapport  signal/bruit 
élevé,  de  plusieurs  harmoniques  du  pic  003,  et  des  pics  de  diffraction  fins.  De  plus,  en 
condition acide ce sont les phases Mg2Ga/ADN qui ont permis de relarguer une plus grande 
quantité d’ADN. L’ensemble de ces résultats montrent que l’ADN joue un rôle important dans 
la synthèse par co-précipitation et les matériaux hybrides HDL/ADN les mieux définis et les 
mieux  cristallisés  ont  été  obtenus  avec  les  phases  Mg2Ga/ADN.  La  souplesse  des  phases 
Mg2Ga, qui peuvent être synthétisés à différents R, pourrait expliquer qu’elles sont les mieux 
adaptées pour une synthèse pas co-précipitation en présence d’ADN.

Ensuite,  les  phases  Mg2Ga/ADN ont  montré  leur  capacité  d’internalisation  dans  des 
cellules en culture. L’internalisation a pu être observée pour des phases Mg2Ga/ADN obtenues 
avec  des  fragments  d’ADN  de  différentes  tailles  et  également  un  ADN  plasmidique. 
L’internalisation des phases Mg2Ga/ADN se présente sous la forme d’un seul spot fluorescent 
par  cellule  proche  de  la  membrane  plasmique  ou  dispersés  dans  le  cytoplasme.  Ainsi, 
l’ensemble de ces résultats a montré qu’il était possible d’intercaler des molécules d’ADN de 
différentes tailles dans un matériau hybride constitué de feuillets inorganiques dont l’espace 
inter-feuillets est de 1.96 nm, ce qui correspond à un arrangement confiné de l’hélice d’ADN, 
orientée parallèlement aux feuillets. L’ADN intercalé dans ces feuillets est capable d’être libéré 
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des feuillets par hydrolyse totale des feuillets à pH acide. Ainsi, les matériaux hybrides ont un 
très fort potentiel pour le transfert de gène dans des cellules car ces matériaux sont entièrement 
dégradables dans des conditions acides.

L’ensemble de ces résultats nous a permis de montrer qu’il n’existe pas un seul et unique 
vecteur synthétique capable de véhiculer tous les type d’acides nucléiques utilisés dans les 
expériences  de  transfection,  et  capable  de  transfecter  aussi  bien  in  vivo qu’in  vitro.  La 
transfection  d’acides  nucléiques  consiste  donc  à  élaborer  tout  d’abord  une  molécule  qui 
présente des fonctions chimiques adaptées au type de transfection et au mode d’administration. 
Ensuite,  la  caractérisation  physico-chimique  des  complexes  formés  en  présence  d’acides 
nucléiques  permet  de  définir  des  relations  structure  chimique/activité,  nécessaires  pour  le 
développement de nouvelles molécules.
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Nonionic Amphiphilic Block Copolymers Promote Gene
Transfer to the Lung
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ABSTRACT

Various pulmonary disorders, including cystic fibrosis, are potentially amenable to a treatment modality in
which a therapeutic gene is directly delivered to the lung. Current gene delivery systems, either viral or non-
viral, need further improvement in terms of efficiency and safety. We reported that nonionic amphiphilic
block copolymers hold promise as nonviral gene delivery systems for transfection of muscular tissues. To eval-
uate the efficiency of these vectors in the lung, intratracheal instillation or aerosolization of reporter genes
complexed with Lutrol or PE6400 was performed. Lutrol–DNA and, to a lesser extent, PE6400–DNA com-
plexes promoted efficient gene transfection into mouse airways in a dose-dependent manner. This improve-
ment over naked DNA was observed irrespective of the reporter gene. Lutrol enabled us to deliver signifi-
cantly higher DNA amounts than current nonviral vectors, with even greater increases in gene expression and
without the formation of colloidally unstable complexes. Time course studies showed that Lutrol–DNA com-
plexes permitted prolonged gene expression for up to 5 days whereas with poly(ethylenimine) (PEI)–DNA
polyplexes, expression peaked on days 1–2 postinstillation, was strongly reduced by day 5, and reached back-
ground levels on day 7. Aerosolized delivery of Lutrol–DNA complexes, a less invasive approach to deliver
genes to the lung, gave 5- to 15-fold higher reporter gene expression compared with PEI–DNA polyplexes ad-
ministered via the same delivery route. After intratracheal instillation of Lutrol–DNA complexes, histochem-
ical staining for �-galactosidase expression showed the presence of large blue areas. Histopathological anal-
ysis showed that Lutrol alone did not elicit inflammation, and that the inflammatory response after
intratracheal instillation of Lutrol–DNA complexes was reversible and was observed only with the highest
amounts of DNA. We also found that Lutrol can efficiently deliver genes to the airways of cystic fibrosis mice.
Thus, we conclude that Lutrol is a highly promising vector for gene delivery to the lung.
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OVERVIEW SUMMARY

Pulmonary gene transfer is a promising approach to treat
both hereditary and acquired lung diseases. Current gene de-
livery systems, either viral or nonviral, need to be improved
in terms of safety and efficacy. In the present study, we show
that nonionic block copolymers constitute a novel class of gene
delivery systems not only to muscular tissues but also to the
lung. Lutrol, a poly(ethyleneoxide)75-poly(propyleneoxide)30-
poly(ethyleneoxide)75 block copolymer, drastically improved

transgene expression in the lung compared with naked DNA.
Lutrol enabled the delivery of high DNA concentrations at
which most current cationic vectors are colloidally unstable
and can therefore not be used. Aerosolized delivery of
Lutrol–DNA complexes produced 5- to 15-fold higher levels
of transgene expression than poly(ethylenimine) (PEI)–DNA
polyplexes. In addition, Lutrol–DNA complexes led to a sta-
ble transgene expression for several days, whereas cationic
poly(ethylenimine) yielded gene expression that was maximal
on days 1–2 postinstillation, and then rapidly declined.
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INTRODUCTION

VARIOUS NONVIRAL VECTORS have been developed for gene
transfer to the lung. In general, synthetic vectors are thought

to circumvent concerns raised by immunogenicity and safety is-
sues of viral vectors, while offering the potential for repeated ad-
ministration and large-scale production. Among the current non-
viral vectors, cationic lipids are characterized by a structure
consisting of a DNA-binding polar head group (with monoamine,
polyamine, or guanidinium functions) covalently linked to acyl
chains or cholesterol. They are usually combined with a neutral
lipid such as dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) (Pitard,
2002). It has been shown that, in mouse airways, direct intratra-
cheal administration of cationic liposome–DNA complexes led
to efficient transfection (McLachlan et al., 1995; Fortunati et al.,
1996; Oudrhiri et al., 1997; Guillaume-Gable et al., 1998). Non-
lipid cationic homopolymers, including polylysine and poly(eth-
yleneimine) (PEI), were also reported to promote gene transfec-
tion into the lung (Ferrari et al., 1997; Ziady et al., 2003). As
yet, PEI is actually one of the most potent nonviral vectors for
this organ (Densmore et al., 2000; Goula et al., 2000). In the air-
ways, the transfected cells were epithelial cells at the bronchial
and/or alveolar levels, as well as, in some instances, macrophages
and endothelial cells. Several procedures have been used to ad-
minister cationic nonviral vectors to mouse airways, including in-
stillation of a liquid bolus, aerosol delivery via jet nebulization
(Densmore et al., 2000; Gautam et al., 2000a,b, 2001), and, more
recently, microspraying. In the clinical setting, cationic choles-
terol derivatives have, however, been hampered by their relative
low transfection efficiency in vivo and by concerns regarding their
proinflammatory activity (Zabner et al., 1997; Noone et al., 2000;
Ruiz et al., 2001). Thus, further progress in lung gene therapy
clearly requires the identification of safer and more efficient gene
delivery systems. We have previously reported that intramuscu-
lar injection of DNA formulated with block copolymers increased
severalfold the amount of recombinant protein produced, includ-
ing luciferase, �-galactosidase, green fluorescent protein, alkaline
phosphatase and inducible erythropoietin (Pitard et al., 2002,
2004; Richard et al., 2004). In the present work, we aimed at in-
vestigating whether the same vectors, which include Food and
Drug Administration-approved compounds, that is, Lutrol, could
also be used for gene transfection into the mouse lung in vivo. We
herein show that plasmid DNA formulated with Lutrol leads to
increased and prolonged gene expression for several days when
compared with that achieved by a cationic homopolymer.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Female Swiss and BALB/c mice were obtained at 8 weeks
of age from Janvier (Le Genest Saint Isle, France). Cystic fi-
brosis (CF) mice (B6;129-CFTRtm1Unc; Snouwaert et al., 1992)
were obtained at 4 weeks of age from the Institut de Transge-
nese (CNRS, Orléans, France).

Plasmids

Plasmids pCMV-luc (Ferrari et al., 1997), pCMV-LacZ (BD
Biosciences Clontech, Palo Alto, CA), and pCIK-CAT (a gen-

erous gift from D. Gill, Oxford, UK) (Pitard et al., 2001) con-
tained luciferase, �-galactosidase, and chloramphenicol acetyl-
transferase (CAT) reporter genes, respectively, controlled by
the human cytomegalovirus immediate-early gene promoter.
Plasmids were purified from recombinant Escherichia coli by
means of EndoFree plasmid purification columns (Qiagen,
Chatsworth, CA). Plasmid DNA was purified according to man-
ufacturer instructions and is thus presumed to contain negligi-
ble amounts of endotoxin (�0.1 EU/�g plasmid).

Preparation of DNA–polymer formulation

Lutrol, a poly(ethyleneoxide)75-poly(propyleneoxide)30-poly
(ethyleneoxide)75 block copolymer, and PE6400, a poly(ethyl-
eneoxide)13-poly(propyleneoxide)30-poly(ethyleneoxide)13

block copolymer, were gifts from BASF (Mount Olive, NJ).
Stock solutions were prepared at 20% (w/v) in water and stored
at 4°C. Formulations of DNA with Lutrol or PE6400 were pre-
pared by equivolumetric mixing of Lutrol or PE6400 at vari-
ous concentrations in water with plasmid DNA solution at the
desired concentration in 20 mM HEPES, pH 7.4. Complexes of
poly(ethyleneimine) (PEI, 25 kDa) and DNA were prepared as
previously described (Pollard et al., 1998) in 10 mM HEPES,
pH 7.4. Complexes were administrated at various PEI–DNA
charge ratios (�/�).

Intratracheal administration

Swiss and BALB/c mice were anesthetized with ketamine
(70 mg/kg) and xylazine (15 mg/kg), injected intraperitoneally.
After anesthesia, plasmid DNA, either naked or formulated, was
intratracheally instilled as a bolus (volume, 100 �l) through a
22-gauge catheter. At least five mice were included in each ex-
perimental group for measurement of reporter gene expression.
For aerosol delivery, mice were sprayed in the trachea with ei-
ther naked or formulated DNA, using a MicroSprayer (volume,
100 �l; Penn-Century, Philadelphia, PA). In wild-type and CF
mice, the volume delivered by the MicroSprayer was 50 �l con-
taining 50 �g of DNA. Control experiments were performed
with 10 mM HEPES solution, pH 7.4.

Intramuscular injection

Anesthetized Swiss mice were injected into shaved anterior
tibial muscle as previously reported (Pitard et al., 2002). They
received 50 �l of the formulation in 10 mM HEPES, pH 7.4,
containing 10 �g of DNA and 3% Lutrol.

Reporter gene assay

Mouse lungs or anterior tibial muscles were dissected, frozen
in liquid nitrogen, and homogenized in 1 ml of reporter lysis
buffer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) supple-
mented with a protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics).
After centrifugation at 10,000 rpm for 5 min, CAT and lucif-
erase activities were measured from an aliquot of supernatant
with a VICTOR2 multilabel counter (PerkinElmer, Les Ulis,
France), using a CAT enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kit (Roche Diagnostics) or the luciferase assay system
(Promega, Madison, WI). Each lung or muscle extract was an-
alyzed in duplicate. CAT activity was determined in 200 �l of
supernatant, according to the instructions of the supplier. A
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standard curve, prepared in standard sample buffer (Roche Di-
agnostics), was included with each microplate using the CAT
enzyme standard kit. Luciferase activity was assayed by mea-
suring light emission after addition of 100 �l of luciferase sub-
strate to 20 �l of the supernatant. Protein content was measured
with a bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit.

Histochemistry and histopathology

Immediately after euthanasia of the mice, lungs were inflated
to total lung capacity with a fixative solution (cold 4% para-
formaldehyde in phosphate-buffered saline [PBS]). The trachea
was ligated and the lungs were immersed into a container of
the same fixative for 4 hr at 4°C. Lungs were rinsed with PBS,
and stained with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-�-D-galactopyra-
noside (X-Gal) for 12 hr at 37°C, after which they were rinsed
with PBS and fixed in 10% buffered formalin for paraffin em-
bedding and thin section preparation. For immunohistochem-
istry, 4-�m thin sections were cut. Sections were counterstained
with hematoxylin–eosin or Kernechtrot solution. Histopatho-
logical analysis of the lungs was performed as described above,
but without the X-Gal staining step.

Interleukin 6 assay

Interleukin 6 (IL-6) levels were measured in the serum and
lungs of mice intratracheally injected with either a control so-
lution or Lutrol–DNA complexes containing 100 �g of DNA
and 3% Lutrol. The assay was performed by ELISA (Quan-
tikine, mouse IL-6) according to the instructions of the manu-
facturer (R&D Systems, Minneapolis, MN).

RESULTS

Airway transfection using nonionic block copolymers

The two triblock copolymers used in this study, Lutrol and
PE6400, consist of a central motif of 30 poly(propyleneoxide)
units located between two motifs that are, respectively, made
of 75 and 13 poly(ethyleneoxide) units. A CAT reporter plas-
mid was formulated with Lutrol at various ratios and injected
intratracheally. After 2 days, lungs were evaluated for reporter
gene expression. Formulations containing 1–3% (w/v) Lutrol
increased the expression of CAT by a factor of 25–33 when
compared with naked DNA (Fig. 1A). Similar data were ob-
tained with the luciferase reporter gene (data not shown). In-
creasing the Lutrol concentration up to 10% (w/v) did not fur-
ther improve transgene expression (Fig. 1A). We also evaluated
the transfection activity of PE6400 at 0.05 and 0.1% (w/v),
which has been previously shown to improve the transfection
efficiency in skeletal muscles (Pitard et al., 2002). Figure 1A
illustrates that PE6400–DNA complexes actually increased
transgene expression to a lower extent than Lutrol. Further ex-
periments were performed with Lutrol at a concentration of 3%.
We evaluated the influence of DNA concentration. Figure 1B
shows that CAT activity increased with the amount of injected
DNA, up to 350 �g without the formation of visible colloidally
unstable particles. The efficiency of Lutrol was found to be sim-
ilar in Swiss and BALB/c mouse strains (Fig. 1C). After intra-
tracheal administration of Lutrol–DNA complexes, CAT activ-

ity was already detectable at 6 hr postinjection, and then in-
creased and was stable for at least 4 days (Fig. 1D).

We next evaluated how gene transfer efficiency to the lung
compares with that achieved in mouse anterior tibial muscle
(Pitard et al., 2002). Thus, luciferase- or CAT-expressing
plasmids, formulated with 3% Lutrol, were injected into an-
terior tibial muscles and lungs of the same mice. Quantifica-
tion of CAT (286 � 94 versus 560 � 206 ng/mg protein in
the lung and muscle, respectively) and luciferase expression
(132.5 � 52.5 versus 242.5 � 85 ng/mg protein) showed that
similar levels of transgene expression were obtained in both
tissues.

Kinetics of reporter gene expression 
with Lutrol and PEI

We next investigated the time course of CAT expression af-
ter direct intratracheal instillation of a low amount of DNA (20
�g) complexed with Lutrol or PEI. Such a low amount of plas-
mid DNA was intentionally selected because complexation of
higher DNA amounts by PEI led to large aggregates that could
neither be injected nor sprayed. This well-known colloidal in-
stability of cationic vector–DNA complexes was not observed
with the Lutrol formulation within the DNA concentration range
tested. After 2 days, a similar level of transgene expression was
obtained when plasmid DNA was complexed with either Lutrol
or PEI. Interestingly, Lutrol–DNA complexes led to CAT ex-
pression that was stable for 5 days and declined afterward (Fig.
2). On day 5, Lutrol increased CAT expression by a factor of
6 when compared with PEI. Indeed, CAT expression was max-
imal on day 2 postinstillation of PEI–DNA polyplexes, and then
declined to reach background levels on day 7 (Fig. 2). Of note,
CAT expression remained clearly above background on day 7
in mice that received the Lutrol–DNA formulation. Identical re-
sults were obtained with a luciferase-expressing plasmid (data
not shown). We next evaluated whether increased gene ex-
pression could be obtained on day 7 by complexing Lutrol with
a higher amount of plasmid DNA (than the previously used 20
�g). The results indicated that CAT expression obtained 7 days
postinstillation corresponded to about 10% of the CAT activ-
ity on day 2, irrespective of the amount of DNA injected. Iden-
tical results were obtained with another reporter gene, lucifer-
ase, the expression of which was also under the control of the
human cytomegalovirus immediate-early (CMV-IE) promoter
(data not shown).

Localization of gene expression in the lung

To determine where gene expression occurred after intratra-
cheal administration of Lutrol–DNA complexes, we used a �-
galactosidase-expressing plasmid (Fig. 3). Lungs receiving 100
�g of naked DNA showed no obvious �-galactosidase activity
(Fig. 3A). On the other hand, the same amount of plasmid for-
mulated with 3% Lutrol led to significant X-Gal staining of in-
dividual pulmonary lobes (Fig. 3B–D). At higher magnifica-
tion, �-galactosidase activity was concentrated within small
‘’dots’’ that likely correspond to alveolar sacs. This was con-
firmed when thin sections were examined (Fig. 3E). Most of
the X-Gal-reactive �-galactosidase activity appeared to be lo-
calized at the periphery of the lungs, as nonuniform spots in the
parenchymal tissue. Intense and light blue staining was seen in
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cells of the alveoli, which most probably were type II cells ac-
cording to their typical morphology (Fig. 3E). Nontransfected
control lungs showed no blue staining (data not shown).

Histopathological analysis and inflammatory response

As shown in Fig. 4, the lungs of mice intratracheally injected
with the control solution (Fig. 4A and B), 100 �g of naked
DNA (Fig. 4C and D), or 3% Lutrol alone (Fig. 4E and F) did
not exhibit histopathological abnormalities. Similarly, no dif-
ferences were observed between lungs injected with Lutrol
alone and Lutrol–DNA complexes obtained with 20 �g of DNA
(Fig. 4G and H). It is noteworthy that lungs of animals injected
with 100 �g of DNA complexed with 3% Lutrol showed mod-
erate mononuclear infiltration in peribronchial zones (Fig. 4I)

as well as around pulmonary blood vessels (Fig. 4J), but no in-
filtrates were present in the alveoli. In contrast, lungs injected
with PEI, even complexed with the lowest amount of DNA (20
�g), showed the presence of large numbers of infiltrating cells
in the parenchyma, around the pulmonary blood vessels, in the
peribronchial areas, and inside the conducting airways. The
presence of areas of hemorrhage was also observed (Fig. 4K
and L).

To quantify the inflammatory response, IL-6 levels were
measured in serum and lung at various time points after intra-
tracheal instillation of either the control solution or Lutrol–DNA
complexes containing 100 �g of DNA and 3% Lutrol. Figure
5A shows that the level of IL-6 in serum was increased 6 hr af-
ter injection of both control solution and DNA complexes (com-
pared with that observed in noninjected mice). The level of IL-6
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FIG. 1. Reporter gene expression in mouse lung on day 2 after intratracheal instillation of either naked or formulated DNA.
(A) CAT activity after intratracheal injection of 100 �g of DNA, naked or formulated with Lutrol (open columns) or with
PE6400 (shaded columns). (B) CAT gene expression as a function of the amount of DNA formulated with 3% Lutrol in a
constant 100-�l volume. (C) Influence of mouse strain on CAT expression after intratracheal instillation of 100 �g of DNA
formulated with 3% Lutrol. Each column represents the mean � SEM of at least five individual values. Asterisks indicate a
significant difference, with p � 0.05 (**) between lungs injected with naked DNA and Lutrol–DNA complexes. (D) Time
course of CAT expression after intratracheal instillation of Lutrol–DNA complexes. Each point represents the mean value �
SEM of six individual values.



then sharply decreased to background levels by day 1 and stayed
at this level for the next 3 days. In lungs injected with control
solution and Lutrol–DNA complexes, the level of IL-6 also in-
creased by 6 hr after treatment (Fig. 5B). Mice receiving con-

trol solution had IL-6 levels that returned to control values by
day 2. On the other hand, the level of IL-6 in the lungs of mice
injected with DNA complexes decreased to background levels
only after 4 days (Fig. 5B).
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FIG. 2. Time course of CAT activity after intratracheal in-
stillation of 20 �g of DNA complexed with 3% Lutrol (open
circles) or formulated with PEI at a charge ratio (�/�) of 2
(solid circles). Asterisks indicate a significant difference, with
p � 0.05 (**) between lungs injected with Lutrol–DNA com-
plexes and lungs injected with PEI–DNA polyplexes.

FIG. 3. Distribution of gene expression in intratracheally in-
jected lungs. Global view of �-galactosidase expression in mice
injected with naked DNA (A) or with Lutrol–DNA complexes
(B–D). (E) Representative area of gene expression (in 4-�m
thin sections). pCMV-lacZ plasmid DNA (100 �g) formulated
with 3% Lutrol in 100 �l was injected intratracheally. Original
magnification: (E) �40.

FIG. 4. Histopathological analysis of lungs from Swiss mice
on day 2 after intratracheal instillation of control solution (A,
airways; B, pulmonary blood vessels), 100 �g of naked DNA
(C, airways; D, pulmonary blood vessels), 3% Lutrol alone (E,
airways; F, pulmonary blood vessels), Lutrol–DNA complexes
containing 20 �g of DNA and 3% Lutrol (G, airways; H, pul-
monary blood vessels), Lutrol–DNA complexes containing 100
�g of DNA and 3% Lutrol (I, airways; J, pulmonary blood ves-
sels), PEI–DNA polyplexes containing 20 �g of DNA at a
charge ratio of 2 (K, airways; L, pulmonary blood vessels).
Original magnification: �20.



Delivery of nonviral vectors with a MicroSprayer

The efficiency of aerosolized Lutrol–DNA complexes was
evaluated with a MicroSprayer. Intratracheal instillation of 100
�g of DNA formulated with Lutrol led to CAT activities twice
those obtained with the MicroSprayer (Fig. 6A). We next com-
pared Lutrol and PEI. For these experiments, we used 20 �g of
DNA because complexation of higher DNA amounts by PEI
led to large aggregates that could not be sprayed (and also not
injected). Thus, PEI and Lutrol formulations were aerosolized
via the MicroSprayer (Fig. 6B). Quantification of CAT activ-

ity showed that the level of transgene expression obtained with
Lutrol was clearly higher than that obtained with PEI. Here, the
efficiency of PEI was in fact similar to that of naked DNA (Fig.
6B). Identical results were obtained when using a luciferase-
encoding plasmid (data not shown).

In vivo transfection of the airways of CF mice

To evaluate whether Lutrol can also deliver genes into CF
airways, null CFTR�/� mice were sprayed via the trachea with
a MicroSprayer (as these mice did not survive instillation of a
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FIG. 5. IL-6 cytokine levels in serum (A) and lung (B) of Swiss mice after intratracheal instillation of control solution (solid
squares) and Lutrol–DNA complexes (open circles) containing 100 �g of DNA and 3% Lutrol. Mice were killed at the indicated
time points. The concentration of IL-6 was determined by ELISA. Each point represents the mean � SEM of at least five indi-
vidual values.

FIG. 6. Lung transfection 2 days after intratracheal instillation or aerosolization with a MicroSprayer. (A) CAT activity of
Lutrol–DNA complexes containing 100 �g of DNA and 3% Lutrol delivered via intratracheal instillation or by MicroSprayer.
Asterisks indicate a significant difference, with p � 0.05 (**) between intratracheal instillation and microspraying. (B) Lung
transfection efficiency of Lutrol–DNA complexes and PEI–DNA polyplexes. CAT expression in the lung after microspraying of
20 �g of DNA either naked (open columns) or formulated with Lutrol (shaded columns) or formulated with PEI at various charge
ratios (�/�) (solid columns). Asterisks indicate a significant difference, with p � 0.001 (**).



liquid bolus). After 1 day, the lungs were harvested and eval-
uated for CAT expression. Quantitative comparison of the CAT
levels observed (392 � 37 pg/lung in CF mice versus 491 �
104 pg/lung in wild-type mice) showed that similar levels of
transgene expression were obtained in wild-type and CF mice.

DISCUSSION

In the present study, we show that nonionic block copoly-
mers constitute a novel system for gene delivery not only to
muscular tissues but also to the lung. We also compared the ef-
ficiency of the copolymer Lutrol with that of PEI, one of the
most potent nonviral vectors for lung gene transfer. This com-
parison was performed with low DNA concentrations. Indeed,
it is known that cationic vector–DNA complexes are colloidally
unstable at high DNA concentrations, such an instability ham-
pering their use in vivo (Pitard et al., 2001). In contrast, for-
mation of colloidally unstable particles was not observed with
Lutrol. As a consequence, we could not compare the maximally
effective doses of DNA complexed with Lutrol with the same
doses of DNA complexed with PEI. On day 2 after intratra-
cheal instillation of low amounts of DNA, similar transgene ex-
pression was obtained when the DNA was complexed with ei-
ther Lutrol or PEI. However, Lutrol could complex significantly
higher DNA amounts than could PEI, with even greater in-
creases in gene expression. Aerosolized Lutrol–DNA com-
plexes produced 5- to 15-fold higher levels of transgene ex-
pression than did PEI–DNA polyplexes. Although complexing
DNA with PEI stabilizes the DNA during the process of jet
nebulization (Densmore et al., 2000), aerosolization of PEI
polyplexes appeared to be associated with a significant loss of
biological activity. Here, aerosol delivery was performed via
microspraying, as it was shown that microspraying produced
the most uniform and consistent deposition of adeno-associated
virus type 2 (AAV2) in the pulmonary epithelium of rhesus ma-
caques (Beck et al., 2002; Fisher et al., 2003). Thus, assuming
that the sizes of the aerosol droplets of PEI–DNA complexes
and Lutrol–DNA complexes were similar, the difference in re-
porter gene expression may be due to differences in the pattern
of deposition, rate of clearance, or cellular responses. It could
obviously also be related to changes in the physical character-
istics of the PEI–DNA particles resulting from aerosolization
by the MicroSprayer. Further investigations are clearly needed
to elucidate this point.

With PEI–DNA polyplexes, reporter gene expression was
maximal on day 2 after intratracheal instillation and then de-
clined sharply. This suggests that the DNA molecules were
rapidly delivered to the nucleus of the target cells and that there
was no reservoir of plasmid DNA that could be used as a source
for sustained transgene expression. These observations are in
good agreement with previous studies with PEI and other
cationic molecules (Densmore et al., 2000). In contrast, when
using Lutrol–DNA complexes, reporter gene expression re-
mained stable for at least 5 days, a time frame comparable to
that previously reported for electrotransfer in the lung (Dean et
al., 2003). Here, the most likely explanation for the difference
between Lutrol and PEI may involve differences in the inter-
nalization process. It has indeed been documented that cationic
DNA complexes are internalized through endocytosis (Zabner
et al., 1995; Labat-Moleur et al., 1996), with only a fraction of

the DNA molecules escaping lysosomal degradation (Howell
et al., 2003). Inversely, amphiphilic block copolymers have the
ability to perturb the plasma membrane (Maskarinec et al.,
2002), resulting in internalization of drugs (Liaw and Lin,
2000). Therefore, DNA molecules associated with nonionic
block copolymers may be directly delivered to the cytoplasm
(or escape more efficiently from the endosome into the cyto-
plasm), and thereby act as a reservoir feeding the nucleus for
sustained transgene expression over several days. Future ex-
periments (such as microscopy studies with labeled DNA and/or
vector, transfection studies with cytoplasmic expression sys-
tems) should allow insight into the intracellular trafficking steps
of Lutrol–DNA complexes. Nevertheless, the moderate dura-
tion of gene expression with Lutrol could be due to the human
cytomegalovirus immediate-early (CMV-IE) promoter. Most
studies on the time course of transgene expression in the lungs
with nonviral vectors found that transgene expression peaked
on days 1–2 and then decreased by several logs by days 4–5
postdelivery (Yew et al., 2001; Dean et al., 2003; Ziady et al.,
2003). In all these studies, expression of the reporter genes was
controlled by the CMV-IE promoter. The transcriptional activ-
ity of this widely used promoter is known to be high, but prone
to inactivation over time (Yew et al., 2001). In contrast, the use
of alternative promoters, such as the human ubiquitin B pro-
moter or a hybrid CMV-ubiquitin B promoter, increased the du-
ration of transgene expression up to 3 months, whereas there is
a typical 7-day expression when using the CMV-IE promoter
(Gill et al., 2001; Yew et al., 2001). Thus, it is likely that the
short duration of transgene expression found in our experiments
was due to the CMV promoter and that the use of plasmids en-
coding reporter genes controlled by other promoters may in-
crease the duration of gene expression in lungs treated with
Lutrol–DNA formulations.

Because it has been reported that nonviral vectors can cause
significant inflammation in the lungs, IL-6 assays and a
histopathological analysis were performed on lungs injected
with this novel class of nonviral gene delivery systems. Mice
intratracheally instillated with Lutrol alone or with naked DNA
(100 �g) displayed no histopathological abnormalities on day
2, and there was no difference with mice injected with control
solution. Intratracheal instillation of 20 �g of DNA complexed
with Lutrol also did not lead to abnormalities in lung histology.
However, at such a low dose of DNA, Lutrol–DNA complexes
allowed, without inflammation, levels of transgene expression
similar to those obtained with PEI polyplexes, which in con-
trast elicited a much stronger inflammatory response. Indeed,
2 days after injection of PEI–DNA polyplexes, cellular infil-
trates were observed in peribronchial areas, in the conducting
airways, around the pulmonary blood vessels, and in the alve-
olar spaces. Most importantly, complexation of 100 �g of DNA
with Lutrol permitted efficient transgene expression, the lungs
displaying only a mild, time-dependent inflammatory response.
On day 2 postinjection, mononuclear cell infiltrates were ob-
served only around pulmonary blood vessels and in peri-
bronchial zones. There were no alveolar infiltrates and there
was also no systemic response, that is, the serum level of IL-6
was close to the background level, a situation clearly contrast-
ing with that observed after systemic injection of cationic vec-
tor–DNA complexes (Zhao et al., 2004).

Finally, as we aimed here to evaluate the ability of nonionic
block copolymers to transfect genes into the global lung, the
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instillation procedure was not optimized to reach primarily the
bronchial tree, the epithelial cells of which are the main target
cells in diseases such as cystic fibrosis, although it has been
shown that CFTR is also expressed in type II alveolar epithe-
lial cells (McCray et al., 1992, 1993; Brochiero et al., 2004).
Accordingly, intratracheal instillation of Lutrol–DNA com-
plexes allowed the transfection of alveolar type II epithelial
cells. This could be related to our delivery technique, which
may have prevented uniform distribution throughout the lung.
It also invites further work to determine the administration con-
ditions of nonionic copolymer–DNA formulations that are more
efficient for the transfection of tracheal/bronchial epithelial
cells and the therapeutic potential of which could be best eval-
uated in animal models such as the CF mouse.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to control the fabrication of new labile supramolecular assemblies by formulating associations of DNA molecules
with inorganic layered double hydroxides (LDHs). The results show that LDH/DNA hybrids synthesized by a coprecipitation route involving the
in situ formation of LDHs around DNA molecules acting as templates were characterized by a lamellar organization, with DNA molecules
sandwiched between hydroxide layers, exhibiting a regular spacing of 1.96 nm. Our results indicate that labile complexes resulting from the
association of nucleic acids and inorganic materials can be obtained not only by anion exchange but also by a direct self-assembly route.

According to the prevailing paradigm, the principle of
nonviral gene delivery lies mainly in the condensation of
DNA in the presence of organic cationic lipid molecules.
The supramolecular assembly between DNA and these
cationic molecules is characterized by a lamellar organization
in which DNA molecules are sandwiched between lipid
bilayers.1 These complexes have proven their efficacy for
in vitro gene transfection but display low in vivo transfection
efficiency. Studies on the intracellular fate of organic cationic
vector/DNA complexes have revealed that complexes can
be taken more or less efficiently into cells by endocytosis.2

However, this mode of entry into cells usually leads to DNA
entrapment into late endosomes or lysosomes where degra-
dation occurs. Although a great deal of work is still needed,
it is clear that the intracellular disassembly of vector/DNA
complexes and escape from vesicles before the DNA is
degraded are avenues for improvement. In previous studies,
biodegradable organic groups such as pH- or redox-sensitive
functions were introduced into cationic lipid/DNA complexes
to obtain lipids that allowed eventual accelerated release of
DNA from complexes.3 However, it should be stressed that
no particular biodegradable organic group emerges as
consistently optimal in the reported studies, and the direct
impact of the specific sensitivities of biodegradable groups

on transfection efficiency remains generally unconfirmed to
date. This observation prompted us to design and formulate
DNA molecules with new classes of molecules able to release
DNA molecules more efficiently from complexes after their
penetration into cells. More precisely, our goal was to explore
the possibility of formulating DNA molecules into lamellar
phases of a different chemical nature that were capable of
complete disruption upon acidification within the cells.
Layered double hydroxides (LDHs) represented by the
general formula [M1-x

II Mx
III (OH)2][A x/m

m- nH2O] (abbreviated
notation MR

IIMIII /A with R ) (1 - x)/x), where MII and MIII

are di- and trivalent metal cations and Am- are interlayer
anions, are entirely degradable at acidic pH.4 We chose to
synthesize LDH/DNA hybrids by a coprecipitation route
involving the in situ formation of LDH layers of various
ionic compositions around intercalated DNA, as opposed to
a previous study’s method involving the incorporation of
small DNA molecules and antisense oligonucleotides into
presynthesized magnesium-aluminum hydroxide layers by
a simple ion-exchange reaction, which have already been
tested successfully as potential candidates for DNA deliv-
ery.5,6 The coprecipitation or self-assembly method may
enable the incorporation of large DNA fragments. Indeed,
for biological applications, LDH/DNA hybrids must be able
to carry not only small oligonucleotides but also plasmid
DNA encoding genes of therapeutic interest. Furthermore,
as shown for LDH hybrid composites grown in the presence
of polymers and biopolymers,7-9 the DNA macromolecules
can be expected to exhibit a templating function, with
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consequences for the particle size of this new, inorganic/
DNA hybrid.

In this work, we report the complete characterization of
magnesium-gallium LDH/DNA hybrids obtained by the
coprecipitation method, intercalated with double-stranded
DNA fragments of various lengths (100-500 bp and 6000-
8000 bp) and with plasmid DNA. The choice of the
magnesium-gallium composition was motivated by the fact
that it can be exploited over a wide range of trivalent cation
(Ga3+) content: 7> R >1.8 whereR is the Mg/Ga molar
ratio.10 For comparison, magnesium-aluminum and mag-
nesium-iron LDH/DNA hybrids were also prepared. By
means of X-ray diffraction, we sought to understand the
effects of the synthesis temperature, DNA length, and
hydroxide layer charge density on the structural properties
of LDH/DNA hybrids. We conclude that LDH/DNA hybrids,
like cationic lipid/DNA lipoplexes, exhibit a lamellar su-
praorganization with DNA molecules sandwiched between
hydroxide layers, but the different chemical nature of the
layers ensures the lability of these hybrid supramolecular
assemblies.

We first investigated whether LDH/DNA hybrids could
be prepared by direct coprecipitation of LDH around DNA,
consisting in the simultaneous addition of mixed metal
nitrates and NaOH to a solution of DNA. This method
described previously for other molecules11 should allow the
control of various parameters and thus enable the optimiza-
tion of LDH/DNA synthesis. The first parameter examined
in this study was the composition of the hydroxide layer (M2+

and M3+: Al, Fe, or Ga). Three different LDH systems were

investigated: Mg2Al, Mg2Fe, and Mg2Ga, in the presence
or in the absence of short DNA fragments of 100-500 bp
(DNAS), at 50°C. Small DNA fragments (Sigma, D6898)
were extracted from herring testes DNA and sheared to the
size of 100-500 bp as described.12 Stock solutions were
prepared at 10 mg/mL and stored at-20 °C. Experiments
were carried out with DNA fragments of 100-500 bp, for
R) Mg2+/M3+ and at an M3+/DNA molar ratio of 2/1. LDH/
DNA hybrids were recovered after 48 h of aging by
ultracentrifugation at 13 000 rpm. The precipitate was then
washed and analyzed. Figure 1 shows the X-ray powder
diffraction patterns of the LDH/DNAS-50 °C hybrids com-
pared to that of the corresponding inorganic parent LDH/
NO3-50 °C. The diffraction peaks were indexed based on a
hexagonal unit cell with the R3hm rhombohedral symmetry
generally observed in LDH systems. The first peak occurring
at a low 2θ angle was attributed to the reflections from the
(003) family of crystallographic planes. It corresponds to the
interlayer repeat distanced (where d ) λ/[2 sin{θ}])
including a contribution from the metal hydroxide sheet
(approximately 0.48 nm) and the interlayer space that
contains the guest anions surrounded by water molecules.
The intercalation of DNAS into the LDH was clearly
evidenced by the net increase of the interlayer distance, from
∼0.77 nm for all nitrate parent LDHs to∼2.11 nm,∼1.80
nm, and∼1.96 nm for DNA molecules complexed with Mg2-
Al (Figure 1A), Mg2Fe (Figure 1B), and Mg2Ga (Figure 1C),
respectively. The diffraction peak profiles were modified
through DNA entrapment, which could be explained partly
by a shortening of the coherence length. The presence of

Figure 1. Powder X-ray diffraction patterns in the 2θ range 2-70° of Mg2M3+/NO3 and Mg2M3+/DNAS hybrids prepared at 50°C. (A)
Mg2Al/NO3 (trace a) and Mg2Al/DNA S (trace b). (B) Mg2Fe/NO3 (trace a) and Mg2Fe/DNAS (trace b). (C) Mg2Ga/NO3 (trace a) and
Mg2Ga/ADNS (trace b). X-ray diffraction patterns were recorded on a D501 Siemens diffractometer with Cu KR radiation (λ ) 1.5418 Å)
and a diffracted beam graphite monochromator.
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several harmonics of relatively high intensity was evidence
of rather well-defined MgGa and MgAl hybrid materials. In
contrast, Mg2Fe/DNAS (Figure 1B) shows a lower degree
of crystallinity, with broader peaks and a lower signal-to-
noise ratio. Figure 1 also reveals that the deformation noted
in the peak profile of the (009) reflections, particularly for
Mg2Al/DNA S (Figure 1A), is likely to be due to the presence
of Mg2Al/NO3, which displays a sharp (003) peak that is
superimposed on the Gaussian-like (009) peak of Mg2Al/
DNA. Similarly, the deformation of the peak profile of the
(012) reflections may originate from the (006) reflection of
pure Mg2Al/NO3. Indeed, because the low concentration of
DNA relative to that of nitrate anions introduced by the salts,
the formation of Mg2Al/NO3 is highly probable. The in-plane
reflection (110) related to the cell parametera (a ) 2xd110),
and corresponding to the intermetallic distance within the
hydroxide layers, is also visible and confirms the formation
of LDH host layers (noted by the dotted line at∼61° (2θ)
in Figure 1). Of the three LDH/DNA hybrids synthesized,
Mg2Ga displayed the highest signal-to-noise ratio and the
least deformation of the peak profile.

DNA entrapment into LDH/DNA hybrids of various ionic
compositions was assayed by agarose gel electrophoresis
experiments. The results in Figure 2 demonstrate that the
use of Mg2Fe, Mg2Ga, and Mg2Al led to complexation of
DNAS (Figure 2A) and supercoiled plasmid DNA encoding

luciferase reporter gene13 (Figure 2B), preventing the migra-
tion of DNA molecules into the agarose gel. Figure 2 also
documents the partial dissociation of DNAS from Mg2Fe/
DNAS and Mg2Al/DNA S hybrids upon incubation at pH 2,
as visualized by the migration of DNAS into the gel (Figure
2A). Figure 2A also indicates that from the three LDH/DNA
tested Mg2Ga hybrids seemed to lead to the highest level of
DNA release.

We next investigated whether the synthesis temperature
influences the interlamellar spacing of Mg2Ga/DNAS hybrids.
Figure 3 displays the powder X-ray diffraction patterns of
Mg2Ga/DNAS prepared at room temperature (RT), 50°C,
and 60°C. As the synthesis temperature was increased, the
lamellar structure was greatly contracted, from 2.39 nm at
room temperature down to 1.96 at 50°C and 1.86 nm at 60
°C for Mg2Ga/DNAS. At the same time, the stacking of the
layers was improved, as shown by the appearance of four
(00l) harmonics at 50°C, while only two are visible at room
temperature. The net increases in intensity of the in-plane
reflections, (012) and (110), observed at 50 and 60°C may
also indicate a better intralamellar organization (Figure 3A).
At 60 °C, major changes within the interlamellar space may
occur, which almost obliterate the (006) reflection (Figure
3B). The deformation noted in the peak profile of the (009)
reflections of Mg2Ga/ DNAS-RT was attributed to the
presence of Mg2Ga-NO3, which did not form at 50 and 60
°C (Figure 3B). To better understand the variation ofd
spacing as a function of the synthesis temperature, thermal
gravimetric analyses were carried out. The thermograms of
Mg2Ga/DNAS hybrids prepared at different temperatures are
compared to those of Mg2Ga/NO3 and DNA molecules in
Figure 4. Mg2Ga/NO3 and Mg2Ga/DNAS samples exhibited
characteristic weight loss regions that correspond to the loss
of surface and interlayer water (25-220°C), dehydroxylation
of the hydroxide layers (220-400 °C), and anion decom-
position (above 450°C). DNA displays three mass losses
over the temperature ranges 25-220 °C, 220-400 °C, and
above 400°C (Figure 4A). The low-temperature mass losses,
attributed in all cases to the departure of water molecules
and computed with LDH formulas, give rise ton ) 1.5 water
molecules for Mg2Ga/NO3, 4.8 for Mg2Ga/DNAS-RT, 4.2
for Mg2Ga/DNAS-50 °C, 4.0 for Mg2Ga/DNAS-60 °C, and
4.8 for DNAL alone in Figure 4B. It is remarkable that the

Figure 2. Analysis of DNA-LDH hybrids by agarose gel
electrophoresis. (A) Linear DNA was complexed with various LDHs
(i.e., Mg2Fe, Mg2Ga, and Mg2Al) and incubated for 30 min at 37
°C and at pH 8 (corresponding to lanes 3, 5, and 7, respectively).
LDH-DNA hybrids were also incubated at pH 2 and analyzed on
the same gel (lanes 4, 6, and 8). Lanes 1 and 2 correspond to a
100-bp DNA ladder and herring testis DNA (D6898), respectively.
(B) Plasmid DNA was complexed to Mg2Fe, Mg2Ga, and Mg2Al,
applied to lanes 3, 4, and 5, respectively (pH 8). Lanes 1 and 2
correspond to a 1 Kb DNA ladder and plasmid, respectively.

Figure 3. (A) Powder X-ray diffraction patterns in the 2θ range 2-70° for Mg2Ga-DNAS hybrids prepared at different temperatures, that
is, room temperature (trace a), 50°C (trace b), and 60°C (trace c), and for Mg2Ga/NO3 (trace d). (B) represents X-ray diffraction data in
the low 2θ range 2-30°.
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number of intercalated water molecules increased slightly
with d, which corresponded to a decrease in the synthesis
temperature (Figure 4C). An indicative straight line can be
drawn, providing a linear relationship between that number
of water molecules and thed spacing value (Figure 4C).

Next, we investigated whether optimal conditions designed
for DNAS could also be applied to long DNA molecules
(DNAL), again using Mg2Ga for the hydroxide layer and 50
°C as the synthesis temperature. X-ray diffraction analysis
of Mg2Ga/DNAL hybrids indicated that the samed spacing
(1.96 nm) was obtained irrespective of the DNA length
(Figure 5).

To gain further insight into the LDH/DNA-hybrid as-
sembly process, we investigated the effect of the Mg/Ga
molar ratio (R) on the formation of MgRGa/DNAL hybrids.
As stated already, the Ga-containing LDHs are of interest
because they can be obtained with a wide range of gallium
contents. Four different Mg/Ga ratios were examined:R )
2, 3, 4, or 5. In all experiments, the concentration of the
metallic nitrate solution was 0.033 M and the pH was
adjusted to 10 by the simultaneous addition of 0.1 M NaOH
under vigorous stirring and nitrogen flow. The position of
the (110) reflection was then used to determine the effective
R values of the prepared materials, using the correlation
established elsewhere between parametersa and x in the

formula unit.10 The comparison of the XRD patterns in Figure
6 revealed that the maximum Ga incorporation into an
LDH-DNA structure was close toR ) 2 and that when
nominal ratios higher than 3 were used, materials withR
values between 2 and 3 were invariably obtained (Figure
6B). When the Mg/Ga nominal ratio is 5, the excess Mg
forms a Mg(OH)2 phase that is clearly visible in the
diffraction pattern. The position of the (003) reflection for
MgRGa/DNAL samples was also modified as the nominal

Figure 4. (A) Thermogravimetric analysis (TGA) data in the temperature range 20-800 °C for DNA alone (trace a), for Mg2Ga-DNAS

hybrids prepared at room temperature (trace b), 50°C (trace c), and 60°C (trace d), and for Mg2Ga-NO3 (trace e). (B) The same TGA
graph in the temperature range 20-300 °C. (C) This figure represents the variation in thed-spacing as a function of the number of water
molecules calculated from the TGA. Thermogravimetric analyses were performed on a Setaram TGA 92 instrument. The thermograms
were recorded in a static air atmosphere with a heating rate of 5°C/min, in the temperature range of 25-800 °C.

Figure 5. Powder X-ray diffraction patterns in the 2θ range 2-70°
of Mg2Ga/DNA hybrids prepared at 50°C and intercalated with
short (trace a) and long DNA fragments of 6000-8000 bp (Sigma
D1626) (trace b).
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Mg/Ga molar ratio was raised: 1.58 nm forR ) 3, 1.84 nm
for R ) 4, and 2.29 nm forR ) 5.

We finally examined the ability of Mg2Ga/DNA hybrids
to carry DNA into carcinoma HeLa cells. The Mg2Ga/DNA
hybrids containing DNA of various sizes and topologies were
labeled with fluorescent DNA-intercalating dye YOYO-1
prior coprecipitation. Fluorescent LDH/DNA hybrids were
incubated for 2 h with cells. The cells were then washed
three times with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde
prior observation by microscopy. As shown in Figure 7, Mg2-
Ga /DNA hybrids were detected inside almost all of the cells
irrespective of the DNA length and topology. Most of the
fluorescent spots were observed in one area of the cell
generally close to the plasma membrane or spread throughout
the cell cytoplasm. In contrast, for cells incubated with naked
DNA-YOYO-labeled, no fluorescence signal inside cells
were observed irrespective of the DNA size and topology
(data not shown). These photographs also contrast with that
generally observed with cationic lipids or polymers mixed
with DNA where large clumps accumulate in the perinuclear
compartment (data not shown).

In the present study, we report the design and the synthesis
of new labile, inorganic supramolecular assemblies of
controlled formulation from which DNA is released upon a
change in pH. These novel supramolecular assemblies consist
of layered double hydroxide-DNA hybrids synthesized by
coprecipitation, with the DNA molecules acting as templates.
The coprecipitation or self-assembly method7,8 involves the
in situ formation of LDH layers around intercalated DNA
and allowed the intercalation of both short (100-500 bp)
and long (6000-8000 bp) linear fragments, and also plasmid
DNA, into LDHs. The optimum synthesis conditions were
found to be a reaction temperature of 50°C, a magnesium-
gallium LDH hydroxide layer with a Mg/Ga molar ratio of
2/1, and an amount of DNA in solution corresponding to
twice the amount of Ga3+, that is, twice the theoretical
anionic exchange capacity. The intercalation of different
DNA molecules in these conditions gave rise to the same
interlamellar distance of 1.96 nm, which is indicative of a
rather confined arrangement of DNA and consistent with a
DNA double helix oriented parallel to the hydroxide layers.
The X-ray diffraction patterns were typical of hybrid
composites grown in the presence of polymers, with broad

features attributed to a shortening of the coherence length.
Yet, rather well-defined materials were obtained with Mg2-
Ga with both short and long DNA fragments, as evidenced
by the presence of several (00l) harmonics and the (110)
reflection, denoting relatively good stacking of the layers
and intralamellar organization. When a Mg2Al composition

Figure 6. (A) Powder X-ray diffraction patterns in the 2θ range 2-70° of Mg2GaNO3 (trace a) and MgRGa-DNAL hybrids prepared at 50
°C with various Mg/Ga ratios:R ) 2 (trace b),R ) 3 (trace c),R ) 4 (trace d), andR ) 5 (trace e). The vertical dashed line denotes
Mg(OH)2. (B) The figure represents the corresponding in-plane reflections (110) in the 2θ range 55-65°.

Figure 7. LDH/DNA hybrids were taken up by HeLa cells. Cells
were exposed to Mg2Ga/DNA hybrids containing short DNA
fragments (A, D), long DNA fragments (B, E), and plasmid DNA
(C, D). DNA molecules were labeled with YOYO (1 molecule every
250 base pairs) before self-assembly with LDH. Cells were
incubated with LDH/DNA hybrids for 2 h at 37°C in 300µL of
OPTI-MEM. The medium was subsequently removed. Then, cells
were washed three times with PBS and fixed with 4% paraform-
aldehyde for 20 min at room temperature. Finally, cells were washed
with 1 mL of PBS and mounted with Vectashield with DAPI for
observation. A-C correspond to the representative fluorescent
micrographs. The YOYO-labeled DNA is shown in green, and
nuclei are shown in blue because of the staining with DAPI. D-F
correspond to the transmission images of the same cells. Magnifica-
tion ×63.
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was tested, the small amount of DNAS relative to the amount
of Al3+ was not enough to prevent the formation of Mg2-
Al/NO3 in addition to Mg2Al/DNA S. However, an ill-defined
material was formed with Mg2Fe, and only reported for a
Mg/Fe ratio of 2:1. In this case, strong distortions of both
the host hydroxide layers and the DNA guest macromolecules
are likely to occur, to satisfy the charge requirements of the
two counterparts.

On the basis of TGA, the decrease in the interlamellar
distance for Mg2Ga/DNAS as a function of the synthesis
temperature can be ascribed to a decrease in the number of
intercalated water molecules. Yet, the variations in the water
loss were relatively small, and concomitant changes in DNA
conformation may occur to explain the overall effect on the
interlamellar distance. Indeed, previous studies14-16 have
shown that increasing concentrations of cations such as Na+

and Mg2+, as well as high pH values>9.5, can cause the
loss of the hydration of the base and sugar, leaving only the
more polar phosphate oxygen atoms hydrated; the conse-
quence is a rupture of hydrogen bonds, base unstacking, and,
ultimately, a decrease in the thermal stability of the DNA.
In view of the important changes in the XRD patterns of
Mg2Ga/DNAS hybrids with increasing reaction temperature
and of MgRGa/DNAL hybrids with varying Mg2+/Ga3+ molar
ratios, one might be tempted to say that we probably meet
these extreme conditions here, at least for synthesis per-
formed at 60°C.

From the study on the variation of the layer charge density
for MgRGa/DNAL, it was inferred that the Mg2+/Ga3+ molar
ratio within the hydroxide layers is somewhat controlled by
the charge distribution over DNA macromolecules. Indeed,
whatever the nominal Mg2+/Ga3+ molar ratio in solution, the
MgRGa/DNAL formed displayed anR value between 2 and
3. Calculations of the charge distribution over the DNA
surface along the helix axis indicate surface areas per unit
charge for the partially dehydrated DNA17 of 2.6 nm2/e,
which almost coincide with those exhibited by MgRGa
hydroxide layers forR ) 2, that is, 2.5 nm2/e. As already
mentioned for polymer-intercalated LDHs7, DNA molecules
are likely to interact with charged complexes that form during
cation hydrolysis, thus determining the Mg2+/Ga3+ molar
ratio in LDH/DNA hybrids. The fluctuation of the basal
spacing as a function of this ratio is also noticeable,
particularly the low value observed forR ) 3, of 1.58 nm.
This again may be interpreted as considerable sensitivity to
the sample preparation conditions.

As already reported for LDH hybrids grown in the
presence of polymers7,8 and for a number of other systems9,
macromolecules can play a role in the nucleation process,
modifying the particle morphology and overall microstruc-
ture. Here, the presence of DNA clearly inhibits the growth
and modifies the aggregation state of the particles, in
comparison to the structure achieved by anion exchange
between preformed LDH and DNA, which has already been
reported to exhibit an interlayer distance of 2.39 nm.5

In conclusion, the cellular disassembly of nonviral gene
delivery systems is one of the main avenues for improvement
of their efficacy. The present study describes a new self-
assembly chemical approach to synthesize degradable inor-
ganic materials at acid pH, which was made previously by
anion exchange between preformed Mg2Al/NO3 and DNA.5,12

We have established that by proper chemical synthesis we
are able to entrap DNA molecules into a supramolecular
assembly, which was taken up by carcinoma HeLa cells. The
treatment of the LDH/DNA hybrids by acidic pH promotes
hybrids disruption and the release of DNA from the
complexes. We are currently studying in vitro gene delivery
using these complexes. The intracellular disassembly process
will also be studied through the introduction of molecular
probes. Our LDH/DNA-hybrid approach represents a new
way to synthesize new labile, nonviral gene delivery systems.
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L’institut du Thorax, Inserm U533, Faculté de Médecine, 44035 Nantes, France, 1IECB-UBS UMR CNRS 5471 CNRS,
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and 3INRA-SCRIBE, Campus Beaulieu, 35042 Rennes, France

Received August 25, 2004; Revised and Accepted October 19, 2004

ABSTRACT

Over the past decade, numerous nonviral cationic
vectors have been synthesized. They share a high
density of positive charges and efficiency for gene
transfer in vitro. However, their positively charged
surface causes instability in body fluids and cytotoxi-
city, thereby limiting their efficacy in vivo. Therefore,
there is a need for developing alternative molecular
structures. We have examined tetrabranched amphi-
philic block copolymers consisting of four polyethy-
leneoxide/polypropyleneoxide blocks centered on an
ethylenediamine moiety. Cryo-electron microscopy,
ethidium bromide fluorescence and light and X-ray
scattering experiments performed on vector–DNA
complexes showed that the dense core of the nano-
sphere consisted of condensed DNA interacting with
poloxamine molecules through electrostatic, hydro-
gen bonding and hydrophobic interactions, with DNA
molecules also being exposed at the surface. The
supramolecular organization of block copolymer/
DNA nanospheres induced the formation of negat-
ively charged particles. These particles were stable
in a solution that had a physiological ionic composi-
tion and were resistant to decomplexation by heparin.
The new nanostructured material, the structure of
which clearly contrasted with that of lipoplexes and
polyplexes, efficiently transferred reporter and ther-
apeutic genes in skeletal and heart muscle in vivo.
Negatively charged supramolecular assemblies
hold promise as therapeutic gene carriers for skeletal
and heart muscle-related diseases and expression of
therapeutic proteins for local or systemic uses.

INTRODUCTION

According to the prevailing paradigm, the principle of nonviral
gene delivery lies in the condensation of DNA in the presence
of cationic molecules with a high density of positive charges

[cationic lipids, polyethylenimine (PEI), polylysine] (1–5).
Polyplexes and lipoplexes consisting of highly ordered struc-
tures of DNA molecules trapped within positively charged
supramolecular assemblies have clearly demonstrated their
transfection efficiency in vitro (6). However, aggregation in
tissue fluids, toxicity and low in vivo efficiency have thus far
hampered their clinical use. Non-ionic amphiphilic polymers
were recently found to promote gene delivery in vivo, in tis-
sues such as skeletal and cardiac muscle (7,8). The physico-
chemical properties of particles formed by non-ionic polymers
and DNA are, however, ill-defined (8). This is a concern for
in vivo investigation and clinical use, as the latter requires
detailed physicochemical characterization. Consequently,
new approaches to produce small and highly active assemblies
that are homogeneous in size and exhibit colloidal stability are
sought. These properties are needed for production of phar-
maceutically acceptable formulations aimed at vector-based
gene therapy. With this goal in mind, we decided to combine in
the same molecule, the properties of cationic vectors and those
of non-ionic amphiphilic polymers. We used poloxamine
block copolymers, which have a tetrafunctional structure con-
sisting of four polyethyleneoxide/polypropyleneoxide (PEO/
PPO) blocks centered on an ethylenediamine moiety. Such
block copolymers are largely used in the pharmaceutical
sciences. Block copolymers are adsorbed on nanoparticles
through binding of their hydrophobic PPO segments while
their hydrophilic PEO segments extend outwardly. The steric
stabilization thus achieved improves their pharmacokinetics
(9). We defined experimental conditions under which DNA
molecules collapsed into oligomolecular complexes exhibiting
new structural characteristics. These negatively charged nano-
spheres are able to deliver reporter and therapeutic genes to
skeletal and heart muscle cells in vivo.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid DNA, poloxamine and formulation

Plasmids encoding reporter genes were described previously
(8). The chloramphenicol acetyl transferase (CAT)
plasmid was kindly provided by D. Gill (Oxford, UK) and
described previously (10). The plasmid encoding human
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minidystrophin-GFP (11) was kindly provided by J. Tremblay
(Université de Laval, Ste Foy, Qc, Canada) and J.T. Vilquin
(Inserm U582, Paris, France). The plasmid encoding the
secreted human alkaline phosphatase (SeAP) contains the
cytomegalovirus (CMV) IE1 promoter and the bovine growth
hormone polyadenylation signal. The plasmid encoding the
tetracycline inducible murine erythropoietin (EPO) (pTetO-
mEPO) has been described previously (12). All plasmids
were purified from recombinant Escherichia coli using Endo-
Free plasmid purification columns (Qiagen).

Poloxamines, which are four-branched block copolymers of
PEO and PPO, were generously provided by BASF, and were
used as received. Stock solutions (20% w/v) were prepared in
water. Formulations of DNA with poloxamine were always
prepared by mixing equal volumes of poloxamine stock
solution in water and plasmid DNA solution at the desired
concentration in 300 mM NaCl or in 2· Tyrode’s solution.

Fluorescence studies

Fluorescence measurements were carried out on a Kontron
SFM25 spectrofluorimeter. Fluorescence was monitored
immediately after adding ethidium bromide (final concentra-
tion of 5 mM) to solutions containing 10 mg/ml of DNA and
various concentrations of poloxamine.

Electrophoretic and dynamic light scattering

Electrophoretic and dynamic light scattering measurements
were made on a Zetasizer 3000HSA (Malvern) at 20�C.
The poloxamine 304/DNA complexes were prepared using
different DNA and poloxamine 304 concentrations in the
Tyrode’s solution.

Cryo-transmission electron microscopy (cryo-TEM)

Poloxamine 304/DNA complexes were prepared with
0.3 mg/ml of DNA. A 5 ml sample was deposited onto a
holey carbon coated copper grid, the excess was blotted
with a filter paper, and the grid was plunged into a liquid
ethane bath cooled with liquid nitrogen (Leica EM CPC).
Specimens were observed at a temperature of ��170�C,
using a cryo holder (Gatan), with a FEI Tecnai F20 electron
microscope operating at 200 kV. Images were obtained at a
nominal magnification of 50 000· under low-dose conditions.
Micrographs were recorded on Kodak SO163 films.

X-ray scattering

Poloxamine 304 and poloxamine 304/DNA complexes were
prepared in Tyrode’s solution or in 150 mM NaCl. Samples
were loaded into 1 mm Lindemann type glass capillary. The
X-ray scattering experiments were carried out by using the
synchrotron radiation source of European Synchrotron Facility
(Grenoble, France) on beamline ID2. The experiments
were performed at an incident wavelength of 1.45 s with a
sample to detector distance of 3 mm and the scattering vector
in the range 0.07 s

�1< q < 0.5 s
�1. Two-dimension SAXS

patterns were recorded using an X-ray image intensifier
(Thomson) lens coupled to a fast read out CCD (FreloN)
camera, and appropriate corrections were carried out (13).

Reporter gene assay

Intramuscular and intracardiac gene transfer procedures were
performed as described previously (8). Luciferase, b-galacto-
sidase and green fluorescent protein (GFP) activities were
measured as described previously (8). For SeAP quantifica-
tion, blood was collected from the retro-orbital cavity and the
serum, obtained by centrifugation. Mouse serum levels of
SeAP were measured by ELISA (Ozyme).

In vivo delivery of therapeutic genes

Doxycycline (Ronaxan, Merial) was dissolved in drinking
water to a final concentration of 200 mg/ml in 5% sucrose.
Swiss mice were anesthetized with an intraperitoneal injection
of 40 mg/kg hypnomidate. Fifty microliters of the poloxamine
304/DNA formulation was injected into shaved tibial anterior
muscles at one site, using a microfine syringe (U100, Becton
Dickinson). At least five female Swiss mice (8 week) were
injected in each experimental group for hematocrit measure-
ment. Hematocrit was determined by microcapillary centrifu-
gation of blood samples. For EPO measurements, blood was
collected from the retro-orbital cavity and serum obtained by
centrifugation. Mice serum EPO levels were measured as
described previously (12). Male mdx mice (8 week) were
obtained from Iffa Credo. Mdx mice were anesthetized with
xylazine and 50 ml of the formulation with Tyrode’s solution
containing 50 mg of DNA was injected into shaved tibial
anterior muscles. Muscles were dissected, embedded in
Tissue-Tek, frozen in isopentane, and cut into sections
10 mm thick. Minidystrophine-GFP expression was analyzed
by fluorescence microscopy in transverse sections.

RESULTS AND DISCUSSION

DNA complexation with poloxamine

Poloxamines are branched block copolymers consisting
of PEO and PPO blocks fixed to an aliphatic diamine
(Figure 1A). The presence of the central ethylenediamine
moiety renders the molecule positively charged. At physiolo-
gical pH, there is one positive charge per poloxamine mole-
cule, due to a shift in pKa of the second amine caused by the
effect of charge repulsion (14).The basic ethylenediamine
moiety has a pKa of 9.4 (14). The physical properties of
the poloxamines used in this study are summarized in
Figure 1B. DNA was complexed in saline with increasing
amounts of poloxamine and exposed to ethidium bromide,
which was used as a fluorescent probe as it intercalates
between DNA base pairs. As the concentration of poloxamine
increased, plasmid DNA molecules became progressively
inaccessible to the probe. Among the different poloxamines
tested, 304 was found to be the most potent for DNA com-
plexation, possibly because of its low molecular weight
(Figure 1C). We investigated how DNA complexation with
poloxamine may be affected by interactions with electrolytes
as they are found in vivo and may be required to adjust solution
tonicity. In a medium that mimicked physiological extra-
cellular ionic conditions (Tyrode’s solution containing
divalent cations), poloxamine 304/DNA complexes exhibited
a more pronounced decrease in fluorescence intensity than
in saline. The minimum fluorescence level was reached at
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5% poloxamine 304 (Figure 1D). This suggests that the DNA
included in the complexes formed in the Tyrode’s solution was
in a more condensed state.

Interaction of complexes with the extracellular matrix is
another important parameter for in vivo gene delivery since
components such as negatively charged heparin can destabil-
ize complexes made with highly cationic vectors, causing the
early release of DNA molecules from the lipoplexes and poly-
plexes (15,16). As shown in Figure 1D, fluorescence intensity
of poloxamine 304/DNA complexes moderately increased in
the presence of heparin suggesting that DNA molecules
remained complexed with 304. On the contrary, DNA
did not remain complexed with PEI under identical con-
ditions (data not shown) suggesting different charge surface

characteristics. Electrophoretic light scattering measure-
ments showed that the zeta potential of poloxamine 304/
DNA complexes became less negative as the concentration
of poloxamine 304 increased, and reached zero at 10% polox-
amine 304 (Figure 1E). Concomitantly, the hydrodynamic
diameter of 304/DNA complexes, measured by dynamic
light scattering, increased (Figure 1E), likely because neutral
complexes tend to aggregate due to attractive Van der Waals
forces. Because of the amphiphilic nature of poloxamines,
increasing their concentration induces their self-assembly in
solution forming large aggregates of lyotropic liquid crystal-
line mesophases (17). As a result, we could not apply the
strategy used with cationic lipids or cationic homopolymers,
which consists in increasing the amount of cationic vector to

Figure 1. Physicochemical properties of poloxamine and poloxamine/DNA complexes. (A) General structure of poloxamines. (B) Physical properties of various
poloxamines. (C) Fluorescence measurements to assess DNA complexation with poloxamine 304 (open squares), 704 (open circles) and 904 (filled circles).
(D) Fluorescence measurements of poloxamine 304/DNA complexes formed in saline (open squares) and in Tyrode’s solution (open circles). Poloxamine 304/DNA
formulations with saline (filled squares) and Tyrode’s solution (filled circles) were incubated with 100 mU/ml of heparin (dashed line). (E) Zeta potential (open
squares) and hydrodynamic diameter (filled circles) of poloxamine 304/DNA complexes formed in Tyrode’s solution with 10 mg/ml DNA, as a function of the
concentration in poloxamine 304. (F) Zeta potential (open squares) and hydrodynamic diameter (filled circles) of poloxamine 304/DNA complexes formed in
Tyrode’s solution with 10% poloxamine 304, as a function of DNA concentration.
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obtain complexes with a good colloidal stability that is needed
for in vivo gene transfer. We therefore tested various DNA
concentrations with a constant concentration of poloxamine
304, i.e. 10%. Electrophoretic light scattering measurements
revealed that poloxamine 304 alone had a positive zeta poten-
tial (Figure 1F). When poloxamine 304 was complexed
with increasing amounts of DNA compatible with in vivo
experimentation (see below), the zeta potential decreased to
�18 mV +/� 3 mV. Concomitantly, the hydrodynamic dia-
meter of poloxamine 304/DNA complexes decreased as DNA
concentration increased (Figure 1F). Similar results were
obtained with 5% poloxamine 304 (data not shown). Ethidium
bromide fluorescence was also measured to monitor
condensation of high concentrations of DNA mixed with
10% poloxamine 304. Surprisingly, fluorescence intensity
remained low irrespective of DNA concentration (data not
shown). In contrast, at a given concentration of cationic homo-
polymer such as PEI, fluorescence intensity increased when
the DNA concentration increased. This suggests that PEI/DNA
complexes had to be positively charged for all molecules to
condense. Inversely, when poloxamine 304 condensed DNA
molecules, negatively charged particles were formed. These
complexes formed stable colloids at room temperature for
several weeks (data not shown) most likely because of repul-
sive electrostatic forces which are proportional to the square of
the zeta potential (18).

Cryo-electron microscopy and X-ray scattering studies
of poloxamine 304 and poloxamine 304/DNA complexes

Cryo-electron micrographs showed that plasmid DNA
appeared dispersed in 150 mM NaCl (data not shown) whereas
poloxamine 304 formed dense stiffs, 25 nm in length
(Figure 2A). In 150 mM NaCl, the poloxamine 304/DNA
mixture formed a network of bundles, several micrometers
in length, suggesting that the presence of poloxamine 304
induced DNA condensation (Figure 2B). At a higher magni-
fication, DNA molecules were linearly condensed and no
periodic repeats could be observed between DNA strands
(Figure 2C). Molecular interactions between DNA strands
were probably mediated through poloxamine 304. In the
Tyrode’s solution containing divalent cations, poloxamine
304 alone self-assembled into globular nanospheres (of
�35 nm in diameter) with a smooth surface. These nano-
spheres were bound together in clusters of several micrometers
(Figure 2D). When plasmid DNA in 2· Tyrode’s solution and
poloxamine 304 in water were combined by equivolumetric
mixing, globular structures were also formed although
they differed from those formed with poloxamine alone
(Figure 2E). These globules were larger (�60 nm in diameter)
and had a rough surface (Figure 2F). In addition, clusters were
smaller and did not include as many globules, in agreement
with their size determined by dynamic light scattering. These
modifications in size and shape of the nanospheres suggested
that DNA molecules were condensed inside and at the surface
of the globules, in agreement with their negative zeta potential.
Altering the ionic environment had a drastic effect on
self-assemblies of poloxamine 304, which in turn modulated
DNA condensation.

X-ray scattering data for poloxamine 304 revealed that
intensity scattering was higher in Tyrode’s solution than in

saline, indicating that self-assembly of poloxamine 304
molecules was more efficient in the Tyrode’s solution
(Figure 2G). In the Tyrode’s solution, the presence of both
poloxamine 304 and DNA increased scattering intensity by a
factor of five as compared to the sum of the scattering inten-
sities for each constituent. This indicated that DNA and
poloxamine interacted attractively to form the nano-
spheres seen in cryo-TEM. A similar, although less spectacu-
lar, interaction was also observed in saline. X-ray scattering
study of poloxamine/DNA complexes did not reveal a corre-
lation peak within the investigated q range, suggesting that
no periodic structure was present irrespective of the
medium used. X-ray scan data were corroborated by cryo-
TEM results.

To account for the data, it is suggested that the dense core of
nanopsheres consisted of condensed DNA interacting with
poloxamine molecules through electrostatic, hydrogen bond-
ing and hydrophobic interactions, with DNA molecules also
being exposed at the surface. This architecture contrasts with
that of classical cationic complexes where DNA molecules are
trapped into a positively charged supramolecular assembly
(19–23).

Cryo-TEM micrographs of combinations of poloxamine/
DNA nanospheres with an artificial lipid membrane showed
that the complexes were concentrated at the surface of lipo-
somes with some complexes releasing their DNA (Figure 2H).
This indicated that poloxamine/DNA nanospheres were able to
fuse with lipid membranes. An attractive hypothesis would be
that, in the living cell, DNA molecules associated with the
nanospheres may be delivered directly to the cytoplasm fol-
lowing fusion with the plasma and/or endosomal membrane.
Therefore, this double mode of cytoplasm entry could avoid
the endosomal/lysosomal degradation by enzymes which are
activated at low pH. In contrast, it has been fully documented
that cationic complexes are internalized through endocytosis
(24,25) with only a fraction of DNA molecules escaping
lysosomal degradation.

In vivo reporter gene delivery

We assessed the potential of poloxamine/DNA nanospheres
generated in the Tyrode’s solution to transfer genes into the
tibial anterior muscle. Seven days after injection of polox-
amine/DNA nanospheres, the expression of reporter gene was
monitored. The presence of 5 and 10% poloxamine 304
increased luciferase expression by a factor of 17 and 30,
respectively, as compared with naked DNA (Figure 3A). A
comparable increase in transfection efficiency was observed
with the CAT gene (data not shown). Luciferase expression
increased as the amount of injected formulated plasmid
increased (Figure 3B). Figure 3C shows that luciferase expres-
sion increased with poloxamine 304 irrespective of the mouse
strain tested (C57Bl6, Swiss, C57Bl10).

Mice were further injected with a plasmid encoding the
SeAP reporter gene. Expression in serum was evaluated 7 days
post-injection. Formulations containing 5 and 10% (w/v)
poloxamine 304 increased SeAP activity in serum by a factor
of 12 and 18, respectively, as compared with naked DNA
(Figure 3D). In vivo transfection efficiency of poloxamine
304/DNA nanospheres was compared with that of sequential
injection of DNA and poloxamine 304. Poloxamine 304/DNA
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nanopsheres were by far more effective in promoting transfec-
tion in the muscle (Figure 3E), suggesting that poloxamine 304
was active when complexed with DNA and did not act as a
facilitating agent. Figure 3F shows transfection performance
of our nanospheres in comparison with electrotransfer of
naked DNA, a potent method for intramuscular transfection.
Quantification of b-galactosidase activity showed that the

level of transgene expression obtained with poloxamine
304/DNA nanospheres was slightly higher than that achieved
by the electrotransfer procedure. Transgene distribution was
assessed using b-galactosidase and GFP reporter plasmids.
The number of transgene-expressing fibers increased when
poloxamine 304/DNA nanospheres were injected. Transfec-
tion of �40% of the muscle fibers were so obtained

Figure 2. Cryo-TEM micrographs and X-ray scattering of poloxamine 304 and poloxamine 304/DNA complexes in saline and in Tyrode’s solution. (A) Cryo-TEM
micrograph of a 10% poloxamine 304 in saline. (B) Cryo-TEM micrograph of 304/DNA complexes with 10% poloxamine 304 in saline. (C) Cryo-TEM micrograph
of the same sample at higher magnification. (D) Cryo-TEM micrograph of poloxamine 304 in Tyrode’s solution. (E) Cryo-TEM micrograph of a poloxamine 304/
DNA complexes with 10% poloxamine 304 in Tyrode’s solution. (F) The same sample at a higher magnification. (G) Small-angle X-ray scattering scans of:
poloxamine 304 in saline (crosses), in Tyrode’s solution (plus sign), of DNA in Tyrode’s solution (open squares), of poloxamine 304/DNA complexes in saline (open
triangles) and in Tyrode’s solution (open circles). (H) Cryo-TEM micrograph of poloxamine 304/DNA complexes in Tyrode’s solution interacting with unilamellar
vesicles of phosphatidylcholine/phosphatidylglycerol (30:70, w:w).

PAGE 5 OF 8 Nucleic Acids Research, 2004, Vol. 32, No. 20 e159



(Figure 4B–F). Poloxamine 304/DNA nanospheres also
increased transfection efficiency in the zebrafish myotome
(Figure 4H–J) as compared with naked DNA (Figure 4G).

We also investigated transfection efficiency of poloxamine/
DNA nanospheres in the rat heart muscle. Naked DNA or
poloxamine 304/DNA nanospheres were injected into the
free wall of the left ventricle through a thoracotomy. A larger
area of tissue expressed b-galactosidase with poloxamine
304/DNA nanospheres (Figure 5C–E) than with naked
DNA (Figure 5A and B).

In vivo delivery of therapeutic genes with
poloxamine 304

Next, poloxamine/DNA nanospheres were tested for the deliv-
ery of therapeutic genes. We investigated the expression of
EPO and dystrophin because of their potential relevance in

renal disease and Duchenne muscular dystrophy. Mice were
intramuscularly injected with a naked plasmid encoding
Tet-on inducible murine EPO, or with the plasmid formulated
with poloxamine 304. Doxycycline was given in drinking
water to half of the animals from day one and the hematocrit
was repetitively determined. In the absence of doxycyline,
mice injected with naked DNA or poloxamine 304/DNA nano-
spheres had a slightly, albeit nonsignificant, increased hema-
tocrit (Figure 6A). In the presence of doxycycline, the
hematocrit increased significantly at day 14 with 30 mg of
naked DNA (Figure 6A). This increase was however transient
and values progressively returned to control levels. In contrast,
in mice treated with doxycycline that were injected with 10 mg
of DNA complexed with poloxamine 304, the hemato-
crit remained elevated for up to 70 days post-injection
(Figure 6A). The transient increase in hematocrit following
injection of naked DNA was interpreted as resulting from an

Figure 3. In vivo reporter gene transfer in the mouse tibial anterior muscle. (A) Luciferase activity after intramuscular injection of 15 mg of DNA, naked (open
column) or complexed with poloxamine 304 (dotted columns). (B) Expression of luciferase in the muscle as a function of the amount of injected DNA, naked (open
columns) or complexed with 10% poloxamine 304 (dotted columns). (C) Luciferase expression after intramuscular injection of 15mg of DNA, naked (open columns)
or complexed with 10% poloxamine 304 (dotted columns), in various mouse strains. (D) Secreted alkaline phosphatase quantification after intramuscular injection of
15 mg of naked plasmid DNA (open column) or complexed with poloxamine 304 (dotted columns). (E) Luciferase expression as a function of the composition of the
injected formulation. The luciferase plasmid (15 mg of DNA) was first injected, and 3 h later, a solution of 10% poloxamine 304 was injected into the same tibial
anterior muscle or vice versa. In the control experiment, Tyrode’s solution alone was injected at first. The poloxamine 304/DNA complexes, containing 15mg of DNA
and 10% poloxamine 304 in Tyrode’s solution, was injected 3 h later. Reporter gene expression was monitored 7 days after the intramuscular injection of DNA, either
naked or complexed with poloxamine 304. (F) Comparison of the muscle transfection efficiency of poloxamine 304/DNA complexes and electrotransferred naked
DNA. Quantitative determination of b-galactosidase gene expression 7 days after electrotransfer of pCMV-bgal (open column) or injection of pCMV-bgal
complexed with poloxamine 304 (dotted columns).
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immune response to unmethylated CpG dinucleotides present
in bacterial DNA. Lowering the amount of DNA injected
in muscles with poloxamine 304 possibly caused a milder
immune reaction, which resulted in prolonged expression of
erythropoietin. One hundred and ten days after injection of the
poloxamine 304/DNA nanospheres containing 10 mg of DNA
and 5% poloxamine 304, serum EPO was 51 +/� 15 mU/ml in
the presence of doxycycline and 3.5 +/� 3.3 mU/ml in its
absence (data not shown).

Human minidystrophin-GFP plasmids formulated with or
without poloxamine 304 were injected into the tibial anterior
muscle of mdx mice. After 7 days, tissue sections showed that
the percentage of transfected fibers was much greater with
poloxamine 304 (15% of fibers on average) (Figure 6C)
than without (Figure 6B).

By preventing non-specific interactions with extracellular
matrix components and due to their small size, poloxamine/
DNA nanostructured complexes may facilitate diffusion
through the whole tissue and promote internalization in the
target cell. On the contrary, biodiffusion of naked DNA and
highly positively charged complexes may be hampered by the
large size and electrostatic interaction with extracellular

Figure 4. Visualization of reporter gene expression in the mouse tibial anterior
muscle and in zebrafish muscle. Photographs of tibial anterior muscles were
taken 7 days after intramuscular injection of plasmid DNA encoding the
b-galactosidase gene in the absence of poloxamine 304 (A), with 5% (B) or
10% poloxamine 304 (C and D). Tissue sections of mouse tibial anterior
muscles, 7 days after injection of naked plasmid DNA encoding GFP (E),
and complexes of DNA with 5% poloxamine 304 (F). Photographs of
sections of zebrafish myotomes 7 days after injection of plasmid DNA
encoding b-galactosidase in the absence of poloxamine 304 (G) or in the
presence of 1% (H), 5% (I) and 10% poloxamine 304 (J).

Figure 5. Gene transfer in rat heart muscle after direct injection into the left
ventricle myocardium. Heart sections 3 days after injection of 240 mg of naked
plasmid DNA encoding b-galactosidase (A and B). Heart sections 3 days
after intramyocardial injection of b-galactosidase with 5% poloxamine 304
(C, D, E).

Figure 6. In vivo delivery of therapeutic genes. (A) Mice hematocrit as a
function of time after injection of plasmid DNA encoding inducible murine
EPO either naked or complexed with 5% poloxamine 304. Tibial anterior
muscles were injected with 10 mg (filled and open circles) and 30 mg (filled
and open squares) of naked DNA, and with the poloxamine 304/DNA
complexes containing 10 mg of DNA (filled and open triangles). Ten mice
were injected in each experiment: five were treated with doxycycline (filled
symbols) while the other five were not (empty symbols). Photomicrographs of
tissue sections of tibial anterior muscles of mdx mice injected with naked
plasmid DNA encoding the human minidystrophin-GFP (B) or the
poloxamine 304/DNA complexes (C).
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matrix respectively. These DNA-coated nanostructured com-
plexes can theoretically carry DNA fragments of unlimited
size and are compatible with multiple injection schemes.
Poloxamine vectors offer advantageous production conditions
for pharmaceutically acceptable formulations, which makes
them promising new agents for gene therapy.
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Amphiphilic Block Copolymers Promote Gene Delivery 
In Vivo to Pathological Skeletal Muscles

PEGGY RICHARD,1,* FLORIAN BOSSARD,1,* LEA DESIGAUX,1 CAROLINE LANCTIN,1

MAHAJOUB BELLO-ROUFAI,1,2 and BRUNO PITARD1

ABSTRACT

We reported that amphiphilic block copolymers hold promise as nonviral vectors for the delivery of plasmid
DNA, ranging from 4.7 to 6.2 kb, to healthy muscle for the production of local or secreted proteins. To eval-
uate the efficiency of these vectors to deliver large plasmid DNA molecules to pathological muscles, plasmid
DNAs of various lengths were complexed with Lutrol or poloxamine 304 and injected intramuscularly into
dystrophic muscles. Lutrol–DNA and poloxamine 304–DNA complexes promoted gene transfer into muscles
of the naturally occurring mouse model for DMD (mdx) in a dose- and plasmid DNA size-dependent manner.
For small plasmid DNAs encoding reporter genes, this improvement over naked DNA was smaller in mdx
than in the wild-type control strain. By contrast, Lutrol enabled us to deliver the large plasmid (16.1 kb) en-
coding the rod-deleted dystrophin in mdx mouse muscle, whereas the same amount of naked DNA did not
lead to dystrophin expression, under the same experimental conditions. Lutrol-treated mdx mice showed the
production of dystrophin in large numbers of muscle fibers. More importantly, we also found that express-
ing dystrophin with Lutrol led to restoration of the dystrophin-associated protein complex. Thus, we conclude
that block copolymers constitute a novel class of vectors for the delivery of large plasmid DNA not only to
healthy muscles but also to pathological muscle tissues.

INTRODUCTION

BECAUSE OF THE LACK of curative treatment for neuromus-
cular pathologies such as Duchenne muscular dystrophy

(DMD), gene transfer as well as novel genetic approaches in-
cluding delivery of antisense oligoribonucleotides to promote
skipping of one mutated exon are actively explored (Lu et al.,
2003, 2005). However, even if the latter approach is promis-
ing, the only nonviral gene therapy approach used in clinical
trials has been to restore dystrophin expression in diseased mus-
cles by injecting naked plasmid DNA encoding a correct copy
of the dystrophin gene (Romero et al., 2004). Gene transfer of
naked DNA is a safer alternative to viral vectors and, unlike vi-
ral vectors, there is no size limitation to the DNA to be deliv-
ered. However, the delivery of naked DNA into muscular tis-

sues has shown relatively limited levels of efficacy. Electro-
transfer has been successfully applied to mdx mouse (the most
widely studied animal model for DMD) muscle to increase dy-
strophin expression compared with naked DNA (Vilquin et al.,
2001). However, the muscle damage that occasionally resulted
from the electrotransfer procedure and the difficulty in scaling
up to large animal muscles should limit its capacity (Hartikka
et al., 2001). Thus, a need exists for alternative carriers to de-
liver DNA into dystrophic muscle cells. We have previously
reported that intramuscular injection, in healthy mice, of DNA
formulated with block copolymers increased severalfold the
amount of recombinant protein produced, including luciferase,
�-galactosidase, green fluorescent protein, alkaline phospha-
tase, and inducible erythropoietin (Pitard et al., 2002, 2004;
Richard et al., 2005). In the present work, we aimed at inves-

1Institut du Thorax, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, INSERM U533, Faculté de Médecine, 44000 Nantes, France.
2Present address: College of Medicine, University of Florida, Gainesville, FL 32610.
*P.R. and F.B. contributed equally to this work.
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tigating whether the same vectors, which include U.S. Food and
Drug Administration (FDA)-approved compounds, could also
be used for the transfection of large plasmid DNA molecules
into dystrophic muscles of mdx mice. We herein show that plas-
mid DNA formulated with block copolymers leads to an in-
crease in dystrophin expression and the restoration of the dys-
trophin-associated protein complex when compared with that
achieved with naked plasmid DNA. On the basis of its effi-
ciency and ease of production, the nonviral vector described
here represents an efficient and reliable alternative to currently
available gene delivery vectors for delivering genes of interest
or antisense oligoribonucleotides into dystrophic muscles.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male C57BL/10 and mdx mice were obtained at 8 weeks of
age from Charles River Laboratories (L’Arbresle, France).

Plasmids

The plasmids pCMV-luc (Pitard et al., 2002) and pCMV-
GFP (Clontech, Palo Alto, CA) carry the luciferase and green
fluorescent protein (GFP) reporter gene, respectively, con-
trolled by the human cytomegalovirus immediate-early (IE)
gene promoter. The plasmid pTG14860 (generous gift of S.
Braun, Transgene, Strasbourg, France), an Escherichia coli
plasmid based on the ColE1 origin of replication, carries the
kanamycin resistance gene encoded by Tn903. It carries an ex-
pression cassette encoding the D13-49 minidystrophin cDNA
driven by the human cytomegalovirus IE1 promoter (from
pREP4; Invitrogen, Abingdon, UK). The mouse 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase (HMGCR) intron and a simian
virus 40 (SV40) polyadenylation signal are present immediately
upstream and downstream of the minidystrophin sequence. All
plasmids were purified from recombinant E. coli with EndoFree
plasmid purification columns (Qiagen, Valencia, CA).

Preparation of DNA complexes

Complexes of block copolymer–DNA were prepared as pre-
viously described (Pitard et al., 2002). Complexes were ad-
ministered at various block copolymer and DNA concentra-
tions.

Intramuscular injection

Anesthetized mice were injected, via shaved tibial anterior
muscle, with 50 �l as previously reported (Pitard et al., 2002).

Reporter gene assay

Analysis of luciferase activity and histological visualization
of GFP-expressing fibers were done as previously described
(Pitard et al., 2002).

Immunohistochemical detection of dystrophin 
protein complexes

Immediately after mice were killed, muscles were dissected,
embedded in Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura Finetek

USA, Torrance, CA), and frozen in liquid nitrogen-cooled
isopentane. Sections of 10 �m were cut from the entire tibial
anterior muscle at 100-�m intervals. Sections were then incu-
bated with Triton X-100 at 1% in phosphate-buffered saline
(PBS). The sections were then examined for dystrophin ex-
pression by immunohistochemistry with antibodies DYS1
(NCL-DYS1; Novocastra Laboratories, Newcastle upon Tyne,
UK) or DYS2 (NCL-DYS2; Novocastra Laboratories) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Antibodies were detected
with biotinylated goat anti-mouse immunoglobulins (DakoCy-
tomation, Glostrup, Denmark), followed by streptavidin–fluo-
rescein isothiocyanate (FITC). Before the application of NCL-
DYS1 or NCL-DYS2 antibodies, sections were incubated with
a biotin-blocking system (DakoCytomation) and with nonbi-
otinylated goat anti-mouse immunoglobulins to block endoge-
nous mouse biotin from binding to the streptavidin–FITC (Mo-
lecular Probes, Eugene, OR) and to prevent endogenous mouse
immunoglobulins from binding to the secondary antibody, re-
spectively.

The serial sections were stained with a panel of antibodies
for the detection of dystrophin-associated proteins. Mouse an-
tibodies to �-dystroglycan and �-sarcoglycan were used ac-
cording to the manufacturer’s instructions (Novocastra Labo-
ratories). Antibodies were detected with biotinylated goat
anti-mouse immunoglobulins (DakoCytomation) followed by
streptavidin–FITC, as described above.

Statistical analysis

Data from luciferase and dystrophin expression experiments
were analyzed by Student unpaired t test and Mann–Whitney
test, respectively .

RESULTS AND DISCUSSION

The two block copolymers used in this study were Lutrol,
which consists of a central motif of 30 poly(propylene oxide)
units located between two motifs, which are made of 75
poly(ethylene oxide) units; and poloxamine 304, which has a
tetrafunctional structure consisting of four polyethylene ox-
ide–polypropylene oxide (PEO–PPO) blocks centered around
an ethylenediamine moiety (see Fig. 1A in Pitard et al., 2004).
A luciferase reporter plasmid was formulated with Lutrol and
poloxamine 304 at various concentrations and injected intra-
muscularly into C57BL/10 and mdx mice. After 7 days, tibial
anterior muscles were evaluated for reporter gene expression.
In C57BL/10 mice, formulation containing 0.3–3% (w/v) Lutrol
increased the expression of luciferase by a factor of 28 when
compared with naked DNA (Fig. 1A). Comparable improve-
ment of transfection efficiency was obtained with 5% polox-
amine 304 (Fig. 1C). We also evaluated the transfection ca-
pacities of Lutrol and poloxamine 304 in mdx mouse tibial
anterior muscles. Lutrol–DNA complexes containing 0.3%
Lutrol increased luciferase activity by a factor of 2 when com-
pared with values obtained with naked DNA (Fig. 1B). A com-
parable improvement was also observed when using poloxam-
ine 304 at 0.1% (Fig. 1D). Increasing further the Lutrol and
poloxamine 304 concentrations decreased transgene expression
to levels close to those obtained with naked DNA (Fig. 1B 



and D). In mdx mice, further experiments were performed with
Lutrol and poloxamine 304 at the concentrations of 0.3 and
0.1%, respectively.

To visualize the biodistribution of transgene expression in
C57BL/10 and mdx muscles, a plasmid encoding the green flu-
orescent protein was used. Representative tissue sections of four
different muscles injected with 15 or 50 �g of DNA, either
naked or formulated with Lutrol or poloxamine 304, are shown
in Fig. 2. In C57BL/10 mice, histological data indicated that
the number of GFP-expressing fibers markedly increased when
15 �g of plasmid DNA was formulated with Lutrol (Fig. 2D)
or with poloxamine 304 (Fig. 2G), compared with that obtained
with naked DNA (Fig. 2A). Next, we evaluated the influence
of the amount of injected plasmid on GFP expression. Figure
2 shows that the number of transfected fibers increased with
Lutrol and poloxamine 304 when the amount of injected DNA
was raised (compare Fig. 2E with Fig. 2D and Fig. 2H with
Fig. 2G). By contrast, increasing the amount of naked DNA in-
jected led to a slight increase in the number of GFP-expressing
cells (compare Fig. 2B with Fig. 2A). In mdx mice, histologi-

cal analysis of injected muscles showed that the number of
transfected fibers slightly increased when 50 �g of plasmid
DNA was formulated with 0.3% Lutrol (Fig. 2F) and 0.1%
poloxamine 304 (Fig. 2I) as compared with that obtained with
naked DNA (Fig. 2C). Of note, in mdx mice, Lutrol (compare
Fig. 2F with Fig. 2E) and poloxamine 304 (compare Fig. 2I
with Fig. 2H) led to a smaller increase in the number of GFP-
positive cells than in wild-type C57BL/10 control, for a con-
stant injected DNA amount. These observations were consis-
tent with luciferase expression results. Furthermore, the
concentrations of Lutrol and poloxamine 304 that led to opti-
mal transgene expression in mdx mouse muscle was less than
in physiological muscle. The mechanism by which amphiphilic
block copolymers improve transgene expression is not clear.
Amphiphilic block copolymers have the property to perturb the
plasma membrane (Maskarinec et al., 2002), resulting in inter-
nalization of drugs (Liaw and Lin, 2000). Therefore, DNA mol-
ecules associated with block copolymers could be directly de-
livered to the cytoplasm (or escape more efficiently from the
endosome into the cytoplasm). Here, the most likely explana-

RICHARD ET AL.1320

FIG. 1. In vivo luciferase gene transfer into mouse tibial anterior muscle. Luciferase activity 7 days after intramuscular injec-
tion of 15 �g of DNA, naked (open column) or complexed with Lutrol (dotted columns), in C57BL/10 mice (A) and mdx mice
(B) is shown. Luciferase expression on day 7 postinjection of 15 �g of DNA, either naked (open column) or complexed with
poloxamine 304 (dotted columns), in C57BL/10 mice (C) and mdx mice (D). Each column and error bar represents the mean
value and SEM of at least six individual muscles. Asterisks indicate a significant difference, with *p � 0.01 between muscles
injected with naked DNA or with amphiphilic block copolymer–DNA complexes.
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tion for the difference in transfection efficiency between phys-
iological and mdx muscles may involve differences in the num-
ber of mature and young cells. Another explanation would be
that extracellular matrix is strongly modified in mdx mice com-
pared with normal mice; this could result in the absence of some
important components or a less favorable structural organiza-
tion for the delivery of block copolymer–DNA formulation to
cells. Further experiments are needed to elucidate the mecha-
nism by which block copolymers increase transgene expression.

We next investigated whether the optimized block copoly-
mer–DNA formulations could deliver the large plasmid DNA
(16.1 kb) encoding truncated dystrophin, which is of potential
interest for the treatment of Duchenne muscular dystrophy. mdx
mouse tibial anterior muscles were injected with 50 �g of a
truncated dystrophin-encoding plasmid either naked (Fig. 3G–I)
or formulated with 0.3% Lutrol (Fig. 3J–L). One week after a
single intramuscular injection of Lutrol–DNA complexes (Fig.
3J and K), large numbers of fibers expressing dystrophin were
found consistently, compared with the absence of dystrophin
expression with naked DNA (Fig. 3G and H), although three to
five fibers could also be detected on some tissue sections. Dy-
strophin expression was more intense in fibers around the in-

jection site (Fig. 3J). To ascertain that cells expressed truncated
dystrophin, from which exons from 13 to 49 have been deleted,
we performed immunofluorescence epitope mapping on serial
sections with antibodies specific for individual exon or exon
groups. Antibody DYS2, specific to exon 79, led to immunos-
taining of exogenous dystrophin (Fig. 3J and K). In contrast,
DYS1, specific to exons 25 to 28, did not reveal the truncated
dystrophin, as expected (Fig. 3L). Note that fibers were im-
munostained with a range of green intensities, indicating dif-
ferent levels of expression. In some fibers, dystrophin could
also be visualized during its synthesis process, as indicated by
the fluorescent signal inside cell cytoplasm (Fig. 3K). Quan-
tification of the number of dystrophin-expressing fibers (cor-
rected for revertant fibers) on random sections from four dif-
ferent injected muscles (78 � 50 dystrophin-positive fibers, in
Lutrol–DNA-treated mdx mice, versus 2.6 � 1.8 dystrophin-
positive cells, in naked DNA-treated mdx mice) showed a 30-
fold increase in the number of dystrophin-expressing fibers with
Lutrol–DNA complexes.

Because the absence of dystrophin in muscles (Fig. 4D) re-
sults in a dramatic reduction of the dystrophin protein complex
at the cell surface (Fig. 4E and F) compared with healthy mus-

FIG. 2. Visualization of green fluorescent protein expression in C57BL/10 and mdx mouse tibial anterior muscle. Representa-
tive tissue sections of C57BL/10 mouse muscle, 7 days after injection of 15 �g of DNA, either naked (A) or complexed with
3% Lutrol (D) or with 5% poloxamine 304 (G). (B, E, and H) Representative tissue sections of muscle injected with 50 �g of
DNA, either naked or complexed with 3% Lutrol or with 5% poloxamine 304, respectively. Representative tissue sections of mdx
mouse muscle on day 7 postinjection of 50 �g of DNA, either naked (C) or complexed with 0.3% Lutrol (F) or 0.1% poloxam-
ine 304 (I). Four different muscles were examined in each group.
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cles (Fig. 4B and C), we next investigated whether exogenous
truncated dystrophin expression retained the functional domains
responsible for assembly of the dystrophin protein complex at
the surface of the muscle fiber. Therefore, mdx mouse tibial an-
terior muscles were injected with plasmid DNA encoding trun-
cated dystrophin, either naked or associated with Lutrol (same
mice as in experiments shown in Fig. 3). After a single injec-
tion of Lutrol–DNA complexes, representative immunofluo-
rescence studies of serial sections showed that Lutrol–DNA
complexes led to the restoration of �-dystroglycans and 
�-sarcoglycans at the membranes of fibers expressing also the
truncated dystrophin (Fig. 4K and L). By contrast, intramuscu-
lar injection of naked DNA did not lead to dystrophin expres-
sion (Fig. 4G) and thus the associated structural proteins were
not detected (Fig. 4H and I).

In summary, our results show that amphiphilic block copoly-
mer-mediated muscle transfection is efficient not only in healthy
animals but also in an animal model of Duchenne muscular dy-
strophy. Another block copolymer family member, that is, F127,
has also been used in the same animal model to deliver antisense
oligonucleotides to skip the mutated exon in the dystrophin gene,
resulting in restoration of the reading frame and dystrophin ex-
pression (Lu et al., 2003, 2005). Taken together, these results in-
dicate that this novel class of nonviral vectors represents an ef-
ficient and reliable alternative to currently available gene delivery
systems for the study of the relationships between genes of in-
terest or modified antisense oligonucleotides and their functional
impact in dystrophic muscles. We also expect applicability of
this novel class of nonviral vectors to other mouse models of 
human neuromuscular pathologies.
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RESUME 
 

Vectorisation synthétique d’acides nucléiques 
 

La vectorisation synthétique d’acides nucléiques représente actuellement un enjeu 
déterminant pour le développement des traitements de pathologies héréditaires ou acquises. Les 
vecteurs synthétiques optimisés jusqu’à présent s’avèrent très efficaces in vitro pour la transfection 
de molécules d’ADN, cependant ils sont peu efficaces in vivo. Il est donc indispensable d’envisager 
des stratégies de vectorisation innovantes améliorant l’efficacité de transfection in vivo et adaptées 
aux différents acides nucléiques utilisés.  

Ainsi, une nouvelle classe de lipides cationiques dérivés de composés naturels, les 
aminoglycosides, a été développée pour la vectorisation d’un nouveau type d’acide nucléique, les 
siARN, qui sont des petits fragments d’ARN double brin capables d’inhiber l’expression d’un gène. 
Les dérivés lipidiques d’aminoglycosides ont permis d’obtenir une meilleure efficacité d’inhibition 
de l’expression d’un gène, en utilisant des quantités de siARN plus faibles, par rapport à un lipide 
efficace pour la transfection des molécules d’ADN. Dans une deuxième partie, une nouvelle classe 
de polymères amphiphiles, les copolymères à blocs, a été développée pour le transfert de gène dans 
les poumons. Les copolymères à blocs se sont montrés très efficaces pour transfecter un gène dans 
les cellules de l’épithélium bronchique et alvéolaire des poumons de souris, et présentent aussi 
l’avantage de pouvoir être administrer par aérosolisation. Enfin, nous avons synthétisé des matériaux 
hybrides originaux, basés sur l’intercalation des molécules d’ADN entre des feuillets inorganiques, 
les hydroxydes double lamellaires (HDL), labiles à pH acide. 

Le travail réalisé au cours de cette thèse a décrit la synthèse de nouvelles stratégies de 
vectorisation synthétique basée sur l’utilisation de structures moléculaires originales. 

 
 
 
 
 

Synthetic vectorisation of nucleic acids 
 

 Synthetic vectorisation of nucleic acid has a promising future in the treatment of both 
hereditary and acquired lung diseases. Current synthetic vectors are efficient to deliver DNA 
molecule for in vitro studies, but their use for in vivo studies have been hampered by their low 
efficiency. Therefore, there is a need for developing alternative synthetic vectors to improve nucleic 
acid transfer in vivo and to investigate the vectorisation of different nucleic acid molecules. 
 Thus, a new class of cationic lipid, derivatives from the family of the aminoglycosides 
natural compounds, have been developed for the transfection of a new type of nucleic acid, the 
siRNA. siRNA are small interfering RNA able to inhibit the expression of a gene. Lipidic 
aminoglycosides derivatives have shown their efficiency to deliver siRNA in cells, using smaller 
quantity than a lipid used for DNA molecules delivery. Then, a new class of amphiphilic block 
copolymers have been developed to improve gene transfer into the lung. Block copolymers had been 
very efficient to transfect epithelial cells in the bronchia and the alveolar areas. In a third part, we 
have synthesized a new supramolecular assemblies by formulation of DNA molecules with inorganic 
layered double hydroxides (LDH). Results have shown the in situ formation of LDH around DNA 
molecules characterized by a lamellar organization, where DNA molecules sandwiched between 
LDH. 
 This work describe the synthesis of new vectorisation sytems based on the use of new 
molecular strucure. 
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