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Avant propos 

 

La majorité des molécules utilisées aujourd'hui en médecine humaine ou vétérinaire sont 

issues de la synthèse  chimique, qu'elles soient inspirées de composés naturels ou créées 

de novo. Parallèlement à cette approche classique qui peut être qualifiée de "chimiothérapie" 

au sens large, un domaine basé sur l'utilisation de molécules directement issues du vivant 

est en plein essor : les biothérapies. Ces biothérapies sont notamment basées sur la 

délivrance intracellulaire de macromolécules, qui constitue aujourd'hui un domaine de 

recherche particulièrement actif et dynamique. Sous cette appellation se retrouvent des 

techniques très variées, utilisant aussi bien des vecteurs synthétiques que dérivés du vivant 

ou des méthodes physiques, visant toutes le même but : introduire au sein de cellules 

vivantes des macromolécules afin d'induire une réponse biologique, généralement dans un 

but thérapeutique.  

L'application la plus emblématique de ces techniques reste aujourd'hui la délivrance 

intracellulaire d'acides nucléiques. La plupart des vecteurs développés au cours des trois 

dernières décennies l'ont en effet été dans le cadre de la thérapie génique, afin d'introduire 

dans les cellules atteintes par une pathologie d'origine génétique des molécules d'ADN 

porteuses du gène sain. La découverte de l'interférence ARN dans les années 1990 et de 

ses applications a également conduit à adapter ces vecteurs au transfert de siRNA. La mise 

au point de vecteurs synthétiques pour les acides nucléiques et l'étude de leurs propriétés 

physicochimiques constituent l'axe de recherche fondamental de notre équipe : ces 

propriétés sont détaillées dans le chapitre 3 des généralités. La découverte au cours des 

dernières années des réactions immunitaires induites par l'ADN introduit dans les cellules et 

par l'expression d'un transgène a conduit plus récemment à élargir son champ d'utilisation : à 

l'origine simple véhicule pour les gènes, l'ADN est aujourd'hui vu comme un puissant 

immunomodulateur, particulièrement prometteur dans le cadre de la cancérologie ou de la 

vaccination. Quelques aspects de la délivrance intracellulaire d'ADN pour l'immunothérapie 

sont présentés dans le chapitre 4 des généralités.  

Parallèlement aux acides nucléiques, les protéines constituent une autre grande classe de 

macromolécules d'intérêt biologique. Utilisées depuis près d'un siècle en médecine humaine, 

elles possèdent une grande spécificité d'action mais n'agissent qu'au niveau extracellulaire. 

Pourtant, leur délivrance à l'intérieur même des cellules permet d'envisager des applications 
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nombreuses. Des techniques variées ont été récemment développées pour délivrer ces 

macromolécules au sein de cellules vivantes, mais leur efficacité limitée et leur mode 

d'action mal compris freinent leur développement. Les propriétés de ces vecteurs pour les 

protéines sont détaillées dans le chapitre 5 des généralités.  

L'objectif de mon travail de thèse a été le développement et la caractérisation de nouveaux 

vecteurs sythétiques pour la délivrance de différentes classes de macromolécules 

biologiques, notamment au travers de l'étude des relations entre leurs propriétés 

physicochimiques et leur activité biologique, dans le cadre de plusieurs projets de recherche. 

La majeure partie de ce travail a consisté en la mise au point de nanovecteurs dédiés à la 

délivrance intracellulaire de protéines, à travers un modèle permettant l'identification de 

composés efficaces parmi des molécules initialement développées pour la vectorisation 

d'acides nucléiques. Cette approche a permis la découverte de nouveaux vecteurs 

permettant la délivrance, au sein de cellules en culture, de protéines modèles à destinée 

nucléaire ou cytosolique. Les résultats de cette étude sont présentés dans le chapitre 4 des 

résultats. L'efficacité de ces vecteurs nous a ensuite conduits à cibler par la délivrance 

intracellulaire d'anticorps une cible thérapeutique, la kératine 8, prometteuse dans l'approche 

de la mucoviscidose. En parallèle, l'étude des propriétés physicochimiques de ces vecteurs 

nous a permis d'approcher certains aspects de leur mode d'action et devrait permettre, à 

terme, le développement rationnel de nanovecteurs pour le transport intracellulaire de 

protéines. Par ailleurs, j'ai eu l'opportunité de participer durant ma thèse à la valorisation 

industrielle de tels vecteurs par le biais d'une mission de doctorant-expert au sein de la 

société In Cell Art. 

Parallèlement à cet axe de recherche, j'ai eu l'occasion de contribuer à des projets 

collaboratifs concernant le développement de nouveaux vecteurs synthétiques pour la 

délivrance d'acides nucléiques in vitro et in vivo, dont les résultats sont exposés dans les 

chapitres 1 et 2 des résultats. Enfin, une application concrète de tels vecteurs dans le 

cadre de l'immunothérapie est illustrée par les résultats que nous avons obtenus dans le 

développement d'un nouveau protocole de vaccination à ADN chez la souris, et qui sont 

exposés dans le chapitre 3 des résultats. 
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 Généralités 

Chapitre 1 - Délivrance intracellulaire d'acides nucléiques 

Les techniques mises en œuvre à l'heure actuelle pour la délivrance intracellulaire d'acides 

nucléiques trouvent leur origine dans les années 1940, lorsque O. Avery montre que l'ADN 

est le support de l'information génétique et peut transférer des gènes depuis une bactérie 

vers une autre (Avery et al., 1944). Dans la décennie suivante, la capacité des virus à 

délivrer leur génome dans des cellules eucaryotes a été démontrée, posant les bases du 

transfert d'acides nucléiques dans des cellules de mammifères. S.M. Gartler observe en 

1960 que des cellules murines sont capables d'internaliser spontanément de l'ADN 

génomique marqué (Gartler  and Pavlovskis , 1960), et G.R. Dubes montre l'année suivante 

que l'ARN isolé du poliovirus est facilement internalisé par des cellules rénales de singe 

lorsqu'il est complexé à des sels peu solubles, ouvrant ainsi la voie aux vecteurs 

synthétiques (Dubes  and Klingler, 1961). A l'époque, l'absence d'outils moléculaires 

permettant la manipulation de séquences génétiques limite l'application de ces techniques à 

l'étude des virus, mais déjà le concept de thérapie génique est en germe et dès 1966, le prix 

Nobel de physiologie et médecine E. Tatum prédit dans une conférence l'utilisation de la 

transduction d'ADN dans un but thérapeutique (Tatum, 1966; Wolff and Lederberg, 1994). 

L'identification de la première enzyme de restriction de type II, Hind II, en 1970 par l'équipe 

de H.O. Smith, a ouvert la voie à la biologie moléculaire et aux techniques de l'ADN 

recombinant, permettant la modification ciblée de séquences nucléotidiques (Roberts, 2005). 

Suite à ces découvertes, le clonage du gène de la β-globine par T. Maniatis en 1976 et la 

preuve de son implication dans la β-thalassémie en ont rapidement fait un candidat de choix 

pour une thérapie de remplacement génique : après la démonstration de faisabilité chez la 

souris, le premier essai chez l'humain a été effectué en 1980 par M. Cline en transfectant in 

vitro par du phosphate de calcium le gène manquant aux cellules hématopoïétiques de deux 

patients puis en les réinjectant (Friedmann, 1992). Cet essai, infructueux et extrêmement 

controversé, a permis de mettre en lumière deux aspects essentiels concernant la thérapie 

génique : l'exigence d'un cadre expérimental et éthique rigoureux, et la nécessité de 

nouveaux vecteurs plus efficaces pour délivrer les acides nucléiques au sein des cellules 

cibles.  

Les années 1980 ont vu une augmentation importante des recherches sur le sujet. Si les 

virus ont naturellement eu une place de choix dans le développement de ces nouveaux 

vecteurs du fait de leur efficacité, ils présentent aussi de nombreux inconvénients qui ont 
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rapidement amené au développement de vecteurs synthétiques. Parmi de nombreuses 

approches, on peut citer l'encapsulation d'ADN dans des liposomes, qui a permis la 

délivrance in vivo du gène de l'insuline chez le rat (Nicolau et al., 1983). Malgré certains 

succès, les vecteurs développés au cours de cette période se sont avérés peu efficaces ou 

trop toxiques pour envisager une utilisation chez l'Homme.  Cependant, en 1987 avec la 

synthèse de la DOTMA (Di-O-octadecenyl-trimethylammoniumpropane), une nouvelle classe 

de molécules dédiées à la vectorisation d'acides nucléiques fait son apparition : les lipides 

cationiques (Felgner et al., 1987). Ces composés sont capables de former des complexes 

avec l'ADN, d'être internalisés par des cellules en culture, et s'avèrent être les vecteurs 

synthétiques les plus efficaces disponibles à l'époque. Bien que peu efficaces in vivo, ils sont 

particulièrement adaptés à des transfections in vitro pour la recherche ou pour des 

approches de remplacement génique ex vivo, et des stratégies existent pour améliorer leur 

efficacité in vivo. Dans les années 1990, le développement de nouveaux vecteurs basés sur 

des polymères a permis l'élargissement du champ des vecteurs synthétiques, avec par 

exemple le polyéthylèneimine (PEI) qui permet le transfert d'acides nucléiques in vivo et in 

vitro (Boussif et al., 1995; Demeneix and Behr, 2005), ou les copolymères à blocs qui se 

sont révélés de puissant agents pour le transfert de gène dans des organes comme le 

muscle ou le poumon (Lemieux et al., 2000; Pitard et al., 2002; Pitard et al., 2004; Desigaux 

et al., 2005).  

A l'heure actuelle (juin 2012), plus de 1800 essais cliniques de thérapie génique sont en 

cours ou terminés dans le monde d'après The Journal of Gene Medicine (Figure 1). Si les 

virus représentent encore l'immense majorité des vecteurs utilisés (près de 70 %), l'utilisation 

des vecteurs synthétiques ne cesse d'augmenter et leur domaine d'application s'élargit au fur 

et à mesure des avancées technologiques.  

 

Figure 1 – Types de vecteurs utilisés dans les essais cliniques de thérapie génique (d'après The Journal Of 
Gene Medicine, juin 2012).  
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Chapitre 2 - Vecteurs viraux 

Le principal obstacle à la délivrance intracellulaire d'acides nucléiques est la membrane 

plasmique, véritable frontière entre la cellule et son milieu extérieur. Si elle permet le 

passage d'ions ou de petites molécules par simple diffusion ou par le biais de protéines 

transmembranaires comme les canaux ioniques, elle est en revanche imperméable à la 

plupart des macromolécules. Dans le cas des acides nucléiques en particulier, la charge 

négative de la membrane que lui confère le glycocalyx, composé essentiellement d'acide 

sialique et de glycosaminoglycanes, a tendance à repousser les molécules d'ADN ou d'ARN 

négativement chargées à pH physiologique, rendant le passage d'acides nucléiques nus très 

peu efficace (Palte and Raines, 2012). L'utilisation de vecteurs pour délivrer ce type de 

molécules dans des cellules in vivo comme in vitro est donc indispensable.  

Les virus ont, par nature, la capacité de délivrer leur génome dans les cellules qu'ils 

infectent, c'est donc naturellement vers eux que la majorité des recherches sur le transfert de 

gène se sont portées. Les premiers vecteurs développés ont été basés sur des rétrovirus 

(Miller et al., 1983), virus à ARN capables d'infecter de manière très efficace des cellules en 

division et d'intégrer une copie de leur génome dans leurs chromosomes grâce à une 

rétrotranscriptase. Bien adaptés à des stratégies de remplacement génique ex vivo, ils ont 

été à l'origine des premiers succès enregistrés par la thérapie génique (Cavazzana-Calvo et 

al., 2000). Cependant, il a rapidement été établi que ces vecteurs, en intégrant le transgène 

à proximité de proto-oncogènes dans le génome hôte, sont responsables du développement 

de leucémies observées chez certains des patients traités par cette technique (Hacein-Bey-

Abina et al., 2008). Les lentivirus, de la famille des VIH, sont également utilisés du fait de 

leur capacité à intégrer leur génome dans des cellules quiescentes, ce que les rétrovirus ne 

sont pas capables de faire, mais posent les mêmes problèmes de mutagénèse insertionnelle 

et d'un éventuel retour à la pathogénicité (Naldini et al., 1996). Les adénovirus, qui sont des 

virus à ADN capables d'infecter des cellules quiescentes ou en division, permettent de 

résoudre ce problème de mutagénèse insertionnelle car le transgène reste sous forme 

épisomale dans le noyau de la cellule hôte. En contrepartie, l'expression de ce transgène est 

limitée dans le temps puisqu'il sera perdu lors d'une éventuelle division cellulaire. De plus, 

ces virus étant des pathogènes courants chez l'humain, ils induisent de puissantes réactions 

inflammatoires lorsqu'ils sont administrés à des doses thérapeutiques (de l'ordre de 1013 

particules virales), cela s'étant soldé par le décès d'un patient lors d'un essai clinique 

(Marshall, 1999). Malgré ces inconvénients, les vecteurs adénoviraux représentent à eux 

seuls 20 % des essais cliniques Plus récemment, l'utilisation des AAV (Adeno-associated 

viruses) a permis la délivrance de gènes in vivo dans la rétine, le foie, le muscle ou les 
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poumons. Ces virus non pathogènes présentent l'avantage d'être peu immunogènes et de 

pouvoir être intégrés au génome de l'hôte de manière relativement spécifique, limitant ainsi 

les risques de mutagénèse insertionnelle dans des stratégies in vitro. Plusieurs sérotypes 

ayant des tropismes différents pour divers tissus sont disponibles, autorisant un transfert de 

gène relativement ciblé (Wang et al., 2011). Leur principal inconvénient vient de la petite 

taille du transgène qu'ils peuvent transporter, 4,8 kb au maximum (Grieger and Samulski, 

2005), et du développement d'anticorps anti-AAV.  

Les vecteurs viraux constituent donc une classe d'agents efficaces pour des approches de 

thérapie génique in vivo et  ex vivo, mais  présentent de nombreux inconvénients : taille du 

transgène limitée par la capacité de la capside virale, mutagénèse insertionnelle, retour 

possible à la pathogénicité. La principale limitation de leur usage in vivo est leur 

immunogénicité : en plus des risques d'inflammation généralisée due aux doses de virus 

employées, les vecteurs viraux sont susceptibles d'être neutralisés par des anticorps pré-

existants à la première injection, et dans tous les cas ne peuvent pas être utilisés à répétition 

car l'organisme est rapidement "vacciné" contre le vecteur. De plus, leur production 

nécessite des exigences de sécurité qui la rendent très coûteuses Ces limitations ont donc 

conduit au développement de vecteurs non viraux pour la délivrance intracellulaire d'acides 

nucléiques.  
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Chapitre 3 - Vecteurs synthétiques pour le transfert de gènes 

Parallèlement aux vecteurs viraux, d'autres techniques ont été développées pour la 

vectorisation d'acides nucléiques. L'injection d'ADN nu est simple à mettre en œuvre et 

permet le transfert de gènes in vivo, notamment in situ dans le muscle, mais son efficacité 

est limitée par la faible internalisation des acides nucléiques ainsi délivrés, et par leur 

dégradation car ils ne sont pas protégés de l'action des nucléases présentes dans 

l'organisme (Wolff and Budker, 2005). La micro-injection permet le traitement de cellules in 

vitro mais ne peut pas être appliquée à un organisme et est traumatisante pour les cellules. 

L'électroporation permet la transfection efficace de cellules en culture ou in vivo mais peut 

poser des problèmes de mortalité cellulaire et d'ischémie post-électrisation dans les tissus, et 

la zone transfectée est limitée à l'espace entre les électrodes (Gehl, 2003).  

Pour pallier aux limitations de ces techniques physiques, des vecteurs basés sur des 

molécules relativement simples, issues de la chimie, ont été développés : les vecteurs 

synthétiques ou vecteurs non viraux. Leur conception est moins coûteuse que celle des 

vecteurs viraux, notamment parce qu'ils sont plus faciles à caractériser et purifier. Ils sont 

peu immunogènes ce qui permet d'envisager des administrations répétées dans le temps, et 

la taille du transgène qu'ils peuvent véhiculer n'est pas limitée en théorie (Kreiss et al., 

1999). Leur conception rationnelle est basée sur cinq critères définissant le "vecteur idéal" : 

1 – Permettre la compaction des acides nucléiques à délivrer, sous forme d'objets dont la 

taille est compatible avec une entrée dans la cellule, et où l'acide nucléique est protégé 

d'une éventuelle dégradation.  

2 – Etre non immunogènes et inertes dans les fluides biologiques.  

3 – Permettre une interaction avec les membranes plasmiques pour être internalisés.  

4 – Permettre l'accès au cytoplasme des acides nucléiques internalisés, c'est-à-dire 

provoquer la rupture des endosomes dans le cas d'une entrée par endocytose.  

5 – Permettre aux acides nucléiques d'être transportés vers le noyau de la cellule ciblée.  

 

Ces critères ont amené à la mise au point de deux grandes classes de vecteurs 

synthétiques : les lipides cationiques d'une part, les polymères cationiques ou non ioniques 

d'autre part. Notre équipe a contribué au développement de ces deux familles de vecteurs et 

s'est attachée à l'étude des relations entre leurs propriétés physicochimiques et leur 

efficacité, qui sont détaillées dans ce troisième chapitre.  
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A.  Les lipides cationiques 

1.  Structure 

Il a été observé très tôt que la complexation d'acides nucléiques avec des sels comme le 

phosphate de calcium facilite leur internalisation par des cellules en culture (Dubes  and 

Klingler, 1961). Une autre approche basée sur l'encapsulation d'acides nucléiques dans des 

liposomes, développée au début des années 1980, a permis la délivrance d'acides 

nucléiques avec une efficacité similaire au phosphate de calcium (Fraley et al., 1980; 

Schaefer-Ridder et al., 1982). En se basant sur ces observations, l'équipe de P.L. Felgner a 

travaillé à la mise au point d'une molécule alliant une charge cationique permettant la 

formation d'un complexe avec les acides nucléiques, et une partie hydrophobe autorisant la 

formation de structure supramoléculaires et la fusion avec les membranes cellulaires.  Ces 

travaux ont abouti à la synthèse du premier lipide cationique, la DOTMA (Felgner et al., 

1987), toujours commercialisée sous le nom de Lipofectin®. Les nombreux lipides 

cationiques développés depuis sont basés sur la même structure : un domaine cationique lié 

à un domaine hydrophobe, éventuellement par le biais d'un bras espaceur (Figure 2). 

 

Figure 2 – Structure générale des lipides cationiques. La queue hydrophobe composée d'acides gras ou de 

cholestérol est liée à la tête cationique permettant la complexation des acides nucléiques par un bras espaceur 
de nature variable. 

 

a Tête cationique 

La partie polaire de ces lipides est généralement basée sur des fonctions azotées comme 

les amines ou les guanidiniums, qui sont protonées et donc positivement chargées à pH 

physiologique, ou des ammoniums quaternaires chargés en permanence. La DOTMA par 

exemple est basée sur un tel groupement ammonium, qui constitue une tête monocationique 

(Figure 3 A). D'autres lipides monocationiques ont été développés, tel la DOTAP (Dioléoyl-

triméthylammoniumpropane)  qui possède la même tête cationique  liée aux chaînes 

d'acides gras par des liaisons ester au lieu d'éthers (Figure 3 B).  

Afin d'augmenter le degré de complexation de l'ADN par ces composés, des lipides 

polycationiques ont été mis au point. Ainsi, la dioctadecyl-amido-glycylspermine ou DOGS 

(Figure 3 C) synthétisée par l'équipe de J.P. Behr est basée sur une spermine (Behr et al., 

1989). Cette polyamine naturellement présente dans les cellules se lie au grand sillon de 
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l'ADN avec une affinité importante (K = 10-5-10-7 M) (Feuerstein et al., 1986). La DOGS 

permet la formation de complexes stables avec l'ADN qui sont plus efficaces que les lipides 

monocationiques pour délivrer de l'ADN plasmidique dans des cellules en culture. Elle est 

aujourd'hui commercialisée sous le nom Transfectam®. Une autre lipopolyamine, la DOSPA 

(dioléoyl-sperminecarboxamidoéthyl-diméthylpropanammonium), également basée sur la 

spermine (Figure 3 D), entre dans la composition de la Lipofectamine®. Plus récemment, une 

famille de lipides polycationiques basés sur les aminoglycosides a été développée par les 

équipes de J.M. Lehn et P. Lehn : ces composés seront détaillés dans la partie A.4 de ce 

chapitre.  

 

b Queue hydrophobe 

La partie hydrophobe des lipides cationiques permet leur auto-assemblage sous forme de 

micelles ou de liposomes et, dans une certaine mesure, la fusion de ces structures 

supramoléculaires avec les membranes plasmiques. Cette partie est généralement 

constituée de chaînes d'acides gras, mais des lipides basés sur un groupement cholestérol 

ont également été développés. Le cholestérol fluidifie les membranes lipidiques et augmente 

la densité des lipides dans la bicouche, permettant une plus grande densité de charges 

positives dans le cas de lipides cationiques (Semple et al., 1996), et facilite la formation de 

phases HII importantes pour l'échappement endosomal (ce point sera détaillé dans la suite 

de ce chapitre). Il a également été montré que la conjugaison d'oligonucléotides avec un 

cholestérol facilite leur internalisation (Boutorin et al., 1989). Le premier lipide cationique 

dérivé du cholestérol est le diéthylaminoéthane-carbamoyl-cholestérol (DC-Chol, Figure 3 E), 

basé sur une tête monocationique. Il s'est avéré efficace et moins toxique que la DOTMA 

lorsqu'il est utilisé sous forme de liposomes mélangé au colipide neutre DOPE (dioléoyl-

phosphatidyl-éthanolamine) (Gao and Huang, 1991).  

La possibilité d'augmenter l'activité de transfection de ces lipides dérivés du cholestérol a 

amené à la synthèse d'un composé porteur d'une tête polycationique, le BGTC (bis-

guanidinium-tren-cholestérol). Les groupements guanidinium qu'il porte sont très fortement 

protonés à pH physiologique et sont connus pour interagir avec l'ADN, dans les histones par 

exemple. Combiné à la DOPE, il est légèrement plus efficace que la DOTMA pour la 

transfection de nombreux types cellulaires in vitro (Vigneron et al., 1996; Pitard et al., 1999). 

Les liposomes de BGTC:DOPE sont également capables de transfecter l'épithélium des 

voies aériennes chez la souris (Oudrhiri et al., 1997).  
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Figure 3 – Structures chimiques de lipides cationiques. (A) DOTMA; (B) DOTAP; (C) DOGS; (D) DOSPA; (E) 

DC-Chol; (F) BGTC 

 

 

2.  Caractéristiques physicochimiques des complexes lipide cationique/acides 

nucléiques 

L'efficacité de transfection des lipides cationiques est étroitement corrélée aux 

caractéristiques physicochimiques des assemblages supramoléculaires qu'ils forment avec 

les acides nucléiques. Des ces paramètres dépendent en effet le mécanisme d'entrée des 

lipoplexes dans les cellules, l'efficacité de l'échappement endosomal et, pour des 

applications in vivo, la comportement des lipoplexes dans les fluides biologiques. Ils peuvent 

être observés à l'échelle macroscopique, comme l'état de complexation de l'ADN au sein des 

lipoplexes ou leur taille, et à l'échelle microscopique avec l'étude de leur structure 

supramoléculaire.  

a Etat de complexation de l'ADN au sein des lipoplexes 

Les lipoplexes sont habituellement formés en combinant une solution d'ADN et une 

suspension de lipides cationiques. L'interaction électrostatique entre les groupements 

phosphates de  l'ADN et les charges positives du lipide cationique est le moteur de la 
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formation d'un complexe supramoléculaire plus ou moins stable dont la cohérence est 

assurée à la fois par cette interaction électrostatique et par l'interaction hydrophobe entre les 

lipides cationiques. L'efficacité de transfection des lipides cationiques dépend en grande 

partie de cette capacité à former un complexe avec l'ADN pour le véhiculer jusqu'aux cellules 

ciblées. L'état de complexation de l'ADN peut être évalué en mesurant son accessibilité à la 

DNAse I (Bertling et al., 1991) ou à des agents intercalants comme le bromure d'éthidium 

(BET) ou le PicoGreen (Eastman et al., 1997; Ferrari et al., 1998). Le BET est un composé 

fluorescent dont l'émission à 610 nm est fortement quenchée en solution dans l'eau. Son 

intercalation dans l'environnement hydrophobe de la double hélice d'ADN conduit à une 

augmentation de sa fluorescence d'un facteur 20. Sa charge positive empêche sa diffusion 

dans les lipoplexes, et donc son accès à l'ADN complexé. Il permet donc une mesure 

quantitative de la proportion d'ADN libre et d'ADN complexé dans une suspension de 

lipoplexes. La Figure 4 A montre l'évolution de la fluorescence du BET dans une suspension 

de complexes lipopolyamine/ADN en fonction du rapport de charge +/- de ces complexes, 

qui correspond au rapport entre les charges positives des amines du lipide cationique et les 

charges négatives des groupements phosphates de l'ADN. On observe une décroissance 

rapide de cette fluorescence de 100 % au rapport de charge 0 (correspondant à une solution 

d'ADN pur) vers un minima à partir du rapport de charge 1, qui équivaut à la neutralité 

électrique des complexes. Ce résultat indique qu'à partir du rapport de charge 1, l'ADN est 

entièrement recouvert par les lipides cationiques qui empêchent au BET d'y accéder. En 

revanche, pour des rapports de charge entre 0 et 1, il n'est pas possible de déterminer si la 

fluorescence observée résulte de la présence d'ADN libre en solution ou de la présence de 

complexes lâches où l'ADN est toujours accessible à la sonde. L'électrophorèse sur gel 

d'agarose permet une évaluation plus précise de l'état de condensation de l'ADN : les 

lipoplexes déposés sur le gel restent dans les puits alors que seul l'ADN libre est capable de 

migrer à travers les mailles du gel. La Figure 4 B montre que pour des rapports de charge 

inférieurs à 1, une partie de l'ADN est libre en solution. On remarque également que l'ADN 

complexé à ces rapports de charge est faiblement condensé, comme le montre la 

fluorescence des lipoplexes bloqués dans les puits. Pour des rapports de charge supérieurs 

à 1, l'acide nucléique est totalement condensé, indiquant la formation de complexes stables.  

 

 

 

 



Généralités - Chapitre 3 

25 
 

 

 

A 

 

B 

 

Figure 4 – Evaluation de la complexation de l'ADN par les lipides cationiques. (A) Mesure de fluorescence 

du BET dans une suspension de complexes lipopolyamine/ADN en fonction du rapport de charge. (B) 
Electrophorèse sur gel d'agarose de complexes lipopolyamine/ADN à différents rapports de charge (0, 0.1, 0.2, 
0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.9, 1, 2, 4 et 8) (Pitard, 2002) 

 

b Stabilité colloïdale des lipoplexes 

La taille des complexes formés par les lipides cationiques et les acides nucléiques est un 

autre facteur essentiel pour leur efficacité de transfection. Ils doivent en effet posséder une 

taille compatible avec leur entrée par endocytose dans les cellules, soit quelques 

micromètres au maximum, tout en étant suffisamment grands pour sédimenter sur les 

cellules malgré le mouvement brownien. Leur diamètre peut être évalué par diffusion quasi-

élastique de la lumière .Cette technique est basée sur les variations de la diffusion d'un laser 

dans une suspension de particules, qui dépendent de la vitesse de ces particules et donc de 

leur rayon hydrodynamique. La Figure 5 A montre que l'évolution de la taille de complexes 

lipopolyamine/ADN en fonction du rapport de charge +/- suit un modèle à trois zones (Pitard 

et al., 1997). La zone A est formée de lipoplexes négativement chargée où l'ADN est en 

excès. Ces lipoplexes sont colloïdalement stables et les mesures de fluorescence du BET 

montrent que l'ADN y coexiste sous forme libre et sous forme peu condensée dans ces 

conditions. Leur activité de transfection est quasi-nulle comme indiqué par la Figure 5 B.  

A l'approche de l'électroneutralité, l'absence de répulsion électrostatique entre les lipoplexes 

conduit à leur agrégation par interaction hydrophobe : ils forment un précipité visible à l'œil 

nu qui définit la zone B d'instabilité colloïdale. L'activité de transfection de ces complexes est 

faible, probablement du fait de leur taille importante qui limite leur internalisation par les 

cellules. La zone C est faite de petits lipoplexes stabilisés par leur charge positive. Ces 

complexes où l'ADN est fortement condensé sont capables de s'associer aux membranes 

cellulaires par interaction électrostatique et transfectent très efficacement des cellules en 
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culture.  Il est à noter que ce comportement suivant un diagramme à trois phases est 

retrouvé avec l'ensemble des complexes lipide cationique/acide nucléique, mais que les 

limites entre les trois zones sont dépendantes de nombreux facteurs, notamment du lipide 

cationique utilisé, de la présence d'un colipide, et de la force ionique de la solution contenant 

les lipoplexes.  

 

A 

 

B 

 

Figure 5 - Stabilité colloïdale de complexes lipopolyamine/ADN. (A)Mesure par diffusion quasi-élastique de la 

lumière du diamètre de complexes lipopolyamine/ADN en fonction du rapport de charge. Les lipoplexes des 
zones A et C sont stables alors que ceux de la zone B sont colloïdalement instables et forment un précipité. Une 
valeur arbitraire de 700 nm est attribuée aux objets de cette zone dont la taille ne peut pas être mesurée par cette 
technique. (B) Activité de transfection d'un plasmide encodant la luciférase par une lipopolyamine dans des 
cellules HeLa en fonction du rapport de charge (Pitard et al., 1997; Pitard, 2002).  

 

c Morphologie des lipoplexes 

La structure des complexes lipide cationique/ADN peut être étudiée par microscopie 

électronique, et plus particulièrement par cryo-TEM (cryogenic transmission electron 

microscopy), qui permet l'observation de macromolécules ou de structures 

supramoléculaires incluses dans de la glace vitreuse à basse température avec un minimum 

de préparation de l'échantillon et donc d'artefacts (Gustafsson et al., 1995). La Figure 6 

montre la morphologie typique de lipolexes issus des trois zones de stabilité colloïdale. Dans 

la zone A, on observe des fibres d'ADN libres ou faiblement complexées au lipide cationique 

(Figure 6 B). Le cœur de ces complexes observé à fort grossissement montre une structure 

lamellaire en "empreintes digitales" (Figure 6 A) qui est composée d'ADN condensé entre 

des couches de lipide cationique. Les complexes formés dans la zone B forment 

d'importants agrégats. Leur observation en microscopie optique montre que leur taille est de 

l'ordre de la dizaine de micromètres, peu compatible avec une internalisation cellulaire 

Figure 6 C), cependant l'ADN y est efficacement complexé puisqu'on ne retrouve pas de 
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fibres libres (Figure 6 D). On observe une plus forte proportion de structures lamellaires. 

Dans la zone C, les objets formés sont de petite taille, stabilisés par répulsion électrostatique 

et possèdent clairement une structure lamellaire. On n'y retrouve pas d'ADN libre (Figure 6 

E-F). Cette association lipide cationique/ADN selon un modèle à trois zones est schématisé 

sur la Figure 7.  

   

Figure 6 – Observation en cryo-TEM de complexes lipide cationique/ADN des trois zones de stabilité 
colloïdale. (A-B) Complexes issus de la zone A; (C-D) Complexes issus de la zone B (C : microscopie optique à 

contraste de phase. D : Cryo-TEM); (E-F) Complexes issus de la zone C. Barres d'échelle : 100 nm (A, D, E, F), 
500 nm (B), 10µm (C) (Pitard et al., 1997).  

 

 

Figure 7 – Représentation schématique des lipoplexes obtenus par l'association d'ADN et de micelles 
cationiques, en fonction de leur appartenance aux zones A, B ou C du modèle de stabilité colloïdale (Barteau et 

al., 2008) 

 

Une autre technique permettant l'étude de la structure des lipoplexes est la diffusion des 

rayons X aux petits angles (SAXS). Elle consiste à analyser un échantillon soumis à un 

puissant rayonnement X, généralement issu d'un synchrotron. Des photons sont diffusés par 

les lipoplexes à des angles proches du rayonnement incident : l'analyse de ce rayonnement 

fournit des informations sur la structure supramoléculaire des lipoplexes. On peut 

généralement classifier les complexes lipide cationique/ADN selon deux types d'organisation 
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supramoléculaire : soit une phase lamellaire Lα correspondant aux structures observées sur 

la Figure 6, soit une phase hexagonale inverse HII (Figure 8). L'existence de ces phases 

dépend du lipide cationique utilisé et de la présence ou non d'un colipide. La DOPE par 

exemple a tendance à favoriser l'adoption de la phase HII. L'organisation supramoléculaire 

des lipoplexes a une incidence sur leur capacité à fusionner avec les membranes, 

notamment au niveau des endosomes, et a donc une influence directe sur leur efficacité de 

transfection (Barteau et al., 2008). Le SAXS permet également de mettre en évidence, en 

plus de l'organisation périodique des lipides, une périodicité de 2,5 à 6 nm suivant les 

conditions, qui est attribuée à l'organisation de l'ADN au sein du lipoplexe. Ces observations 

montrent que les complexes auto-assemblés lipide cationique/ADN sont des objets 

hautement organisés, tant au niveau des lipides que de l'acide nucléique.  

            A 

 

            B 

 

           C 

 

           D 

 

Figure 8 – Représentation des phases lamellaire et hexagonale inverse. (A) Représentation schématique de 
la phase lamellaire Lα ; (B) représentation schématique de la phase hexagonale inverse HII. Les lipides sont 

représentés en jaune (queues hydrophobes) et vert/blanc (têtes hydrophiles). (C) Observation en cryo-TEM d'un 
lipoplexe en phase lamellaire (les structures circulaires sombres sont des artefacts). (D) Observation en cryo-
TEM d'un lipoplexes en phase hexagonale inverse; encart : structure à haute résolution de la phase hexagonale 
inverse obtenue par transformée de Fourier. Barres d'échelle : 100nm sauf encart du D : 0,5 nm (Koltover et al., 
1998; Bell et al., 2003).  
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3.  Mécanisme d'action des lipides cationiques 

a Attachement à la membrane et internalisation 

La membrane des cellules est couverte d'une couche de molécules hautement hydratées, le 

glycocalyx. Celui-ci est composé de glycoprotéines riches en acide sialique et de 

glycosaminoglycanes (GAG) dont la charge négative repousse les groupements phosphate 

des acides nucléiques, également chargés négativement à pH physiologique. Il a notamment 

été observé que des cellules modifiées CHO-745 (cellules ovariennes de hamster chinois) 

présentant un défaut de synthèse de l'héparane sulfate et de la chondroïtine sulfate, ou des 

cellules Lec-2 déficientes en acide sialique, incorporent plus facilement dans leur membrane 

plasmique des conjugués lipide-oligonucléotide que des CHO sauvages (Palte and Raines, 

2012). Il a également été suggéré que la facilité avec laquelle les cellules du nématode 

C. elegans  internalisent des siRNAs tient au fait que ces animaux sont déficients en acide 

sialique et en GAG. Cet effet répulsif du glycocalyx associé à l'hydrophobicité de la 

membrane plasmique rend presqu'impossible le passage spontané d'acides nucléiques vers 

le cytoplasme des cellules de mammifère. Les vecteurs cationiques, en formant avec les 

acides nucléiques des complexes stables et positivement chargés, permettent de franchir 

cette barrière du glycocalyx en exploitant sa charge négative pour s'y associer par interaction 

électrostatique. Il a été montré que les cellules CHO-745 ont un niveau de transfection par 

les vecteurs cationiques 50 fois moindre que leurs homologues non déficientes en GAG, et 

que la déplétion par voie chimique du glycocalyx  de cellules HeLa diminue également de 

manière importante leur transfection par les vecteurs cationiques. De plus, de l'héparane 

sulfate libre dans le milieu de transfection inhibe l'internalisation des lipoplexes par les 

cellules HeLa (Mislick and Baldeschwieler, 1996). Ces résultats montrent que l'interaction 

non spécifique entre les lipoplexes et la surface de la cellule constitue la première étape de 

leur internalisation.  

La bicouche lipidique constituant la membrane plasmique constitue le deuxième obstacle à 

franchir par les lipoplexes avant d'atteindre l'intérieur de la cellule. Les auteurs des 

premières études sur le transfert de gène par les lipides cationiques ont suggéré un 

mécanisme de fusion entre les lipoplexes et la membrane plasmique assez intuitif vu la 

nature membranaire des liposomes cationiques, impliquant une délivrance directe des 

acides nucléiques dans le cytosol (Felgner et al., 1995). Il a cependant rapidement été 

observé que des lipoplexes de DOTAP ou de DOTMA contenant des lipides marqués 

fusionnent avec les membranes plasmiques, mais que ce mélange n'est pas corrélé avec le 

niveau de transfection. Plus intéressant, il a été montré que le mélange des lipides 

cationiques avec les membranes cellulaires est diminué lorsque l'endocytose est inhibée, 
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indiquant que la majorité des lipoplexes ne fusionnent pas directement avec la membrane 

plasmique mais qu'une étape intermédiaire d'endocytose est en jeu dans le processus (Hui 

et al., 1996; Stegmann and Legendre, 1997). 

 L'endocytose permet aux cellules d'internaliser des éléments présents dans son milieu 

extérieur ou à sa surface et peut revêtir plusieurs formes (Figure 9). La phagocytose, 

principalement à l'œuvre dans les cellules immunitaires, consiste à internaliser des particules 

de grande taille en les englobant dans des protrusions de la membrane plasmique. C'est un 

processus hautement régulé, dépendant de récepteurs qui activent des voies de 

signalisation intracellulaire conduisant à la déformation de la membrane par le réseau 

d'actine sous-jacent. L'exemple typique est la reconnaissance des domaines Fc (fragment 

cristallisable) d'immunoglobulines liées à leur antigène, permettant aux macrophages 

d'internaliser des éléments du non-soi opsonisés. L'entrée des lipoplexes dans la cellule se 

faisant par attachement non spécifique aux GAG, il est peu probable qu'ils empruntent cette 

voie. La pinocytose consiste en l'internalisation de solutés en phase fluide, et est donc 

dépendante de la concentration du soluté dans le milieu extracellulaire. Elle peut être 

facilitée par l'adsorption sur la membrane plasmique des composés à internaliser et peut se 

décliner sous quatre voies. La macropinocytose, processus proche de la phagocytose, 

permet d'englober un grand volume de milieu extracellulaire par protrusion de la membrane 

plasmique. Elle est également sous la dépendance de voies de signalisation intracellulaires 

et du réseau d'actine. Les autres formes de pinocytose sont plus sélectives et conduisent à 

la formation de petites vésicules selon trois mécanismes : endocytose cavéole dépendante, 

clathrine dépendante, ou clathrine-cavéole indépendante. L'endocytose cavéole-dépendante 

conduit à la formation de petites vésicules de 50-60 nm de diamètre, formées au niveau de 

régions de la membrane riches en cholestérol et sphingolipides. C'est également un 

processus très régulé qui semble faire appel à une interaction entre le cargo et des 

récepteurs de surface. L'endocytose clathrine-dépendante est un processus constitutif 

présent dans toutes les cellules de l'organisme. Elle permet l'internalisation de nombreux 

solutés comme les lipoprotéines de basse densité (LDL-cholestérol), la transferrine ou le 

recyclage des protéines membranaires par internalisation de portions de membrane. C'est le 

processus d'endocytose le mieux compris. Elle est récepteur-dépendante : des récepteurs 

liés à leur ligand sont concentrés au niveau de puits membranaires recouvertes d'un feutrage 

de clathrine. Cette protéine conduit à l'invagination de la portion de membrane qu'elle 

recouvre, qui est désolidarisée de la membrane plasmique par l'action de la dynamine. Une 

fois la vésicule d'endocytose formée, d'un diamètre d'une centaine de nanomètres, le 

feutrage de clathrine se désassemble et est recyclé vers d'autres puits membranaires. 

L'endocytose cavéole et clathrine-indépendante est un processus encore mal étudié qui 
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conduit à la formation de petites vésicules de 90 nm de diamètre au niveau de 

microdomaines membranaires riches en cholestérol. La composition en lipides de ces 

microdomaines conduit à la concentration de certaines protéines membranaires, par 

exemple le récepteur à l'interleukine-2, qui sont internalisés par un processus indépendant 

de la clathrine et des cavéoles, mais qui peut dépendre ou non de la dynamine, indiquant 

qu'il existe au moins deux formes de ce processus (Conner and Schmid, 2003). 

 

 

Figure 9 – Voies d'entrée dans la cellule par endocytose. Ces voies diffèrent par la taille de la particule internalisée et par 

les récepteurs éventuellement mis en jeu. (Conner and Schmid, 2003) 

 

Pour élucider le mécanisme d'entrée des lipoplexes dans les cellules, de nombreuses 

éxpériences ont été conduites en présence d'inhibiteurs spécifiques de voies d'endocytose. 

La filipine et la génistéine, qui sont des inhibiteurs de l'endocytose cavéole-dépendante, ont 

peu d'effet sur le niveau de transfection par les lipoplexes (baisse de 10-20 %). En revanche, 

l'inhibition de l'endocytose clathrine-dépendante par la chlorpromazine conduit à une baisse 

importante (80%) du niveau de transfection (Zuhorn et al., 2002; Rejman et al., 2004; 

Wasungu and Hoekstra, 2006). Au vu de ces résultats, l'endocytose clathrine-dépendante 

est la voie d'entrée majeure des complexes lipide cationique/acide nucléique dans les 

cellules, même si cette affirmation sont à nuancer en fonction du type cellulaire transfecté et 

de la taille des lipoplexes déposés sur les cellules.  

Notre équipe a récemment participé à un travail collaboratif sur les voies d'entrée dans les 

cellules de vecteurs synthétiques complexés à l'ADN. L'utilisation de cellules C2C12 

exprimant des protéines fluorescentes spécifiques de compartiments cellulaires comme les 

endosomes  et les cavéoles a permis de suivre le devenir d'un plasmide marqué vectorisé 

dans ces cellules au moyen de lipides cationiques ou de polymères. Cette étude a montré 

que la voie d'entrée majoritaire pour les vecteurs les plus efficaces, basés par exemple sur la 

Lipofectamine, le PEI ou la DOSP:MM27, est l'endocytose clathrine-dépendante, qui conduit 
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ces complexes vers les endosomes. A l'inverse, des vecteurs moins efficaces pour le 

transfert de gène sont internalisés par endocytose cavéole-dépendante (Billiet et al., 2012). 

De manière intéressante, l'efficacité de transfection des vecteurs dépendants de la clathrine 

pour leur internalisation n'est pas corrélée avec la quantité de plasmide effectivement 

internalisée, montrant qu'une étape limitante dans le processus de transfection se situe en 

aval du passage de la membrane plasmique : le franchissement de la barrière endosomale 

pour accéder au cytosol.  

 

b Echappement endosomal 

Les vésicules d'endocytose issues de la membrane plasmique par endocytose clathrine-

dépendante sont habituellement dirigées vers les lysosomes avec lesquels elles fusionnent. 

Ces organites contiennent des pompes à protons dans leur membrane qui maintiennent un 

pH de 4,5-5 dans leur lumière (Mindell, 2012). Ils contiennent également de nombreuses 

hydrolases acides, dont des nucléases comme la DNAse II, susceptibles de dégrader les 

acides nucléiques internalisés par endocytose. Il a d'ailleurs été démontré que l'utilisation 

d'inhibiteurs de nucléases favorise la transfection de cellules en culture (Ross et al., 1998). Il 

est donc nécessaire que les lipolexes contenus dans les endosomes puissent en sortir avant 

la fusion de ceux-ci avec les lysosomes : la membrane endosomale constitue par 

conséquent la troisième barrière à franchir pour la délivrance des acides nucléiques dans le 

cytoplasme des cellules transfectées. L'échappement endosomal des lipoplexes repose sur 

deux mécanismes : la fusion entre la membrane de l'endosome et le lipoplexe, ou 

l'éclatement de l'endosome par choc osmotique.  

Le mécanisme le plus couramment proposé pour expliquer l'échappement endosomal des 

lipoplexes est la fusion membranaire. Cette fusion des lipoplexes avec la membrane 

endosomale est favorisée par la présence de lipides dits fusogéniques, dont le plus 

emblématique est la DOPE : dès les débuts de l'utilisation des lipides cationiques pour le 

transfert de gènes, il a été observé que l'ajout de DOPE aux formulations augmente leur 

efficacité de transfection (Gao and Huang, 1991; Felgner et al., 1994). Cet effet a été attribué 

à la capacité de la DOPE à déstabiliser la membrane endosomale par fusion, et plus 

précisément par sa capacité à induire un changement dans l'organisation des lipoplexes. 

Alors que des lipoplexes organisés selon une phase lamellaire Lα  ont tendance à s'associer 

aux bicouches lipidiques sans se mélanger avec, il a été observé que la fusion est facilitée 

lorsque le lipoplexe adopte une phase non lamellaire HII : les chaînes hydrophobe des lipides 

étant orientées vers l'extérieur des micelles, elles sont plus susceptibles de s'insérer dans 

une bicouche lipidique adjacente. Ainsi, des liposomes de DOTAP:DOPC ont une structure 
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lamellaire et transfectent peu comparé à des liposomes de DOTAP:DOPE organisés en 

structure hexagonale inverse (Mok and Cullis, 1997; Koltover et al., 1998). Cette capacité de 

la DOPE à favoriser l'adoption de la phase HII tient à sa géométrie : sa tête polaire ayant une 

aire inférieure à celle de ses chaînes alkyle, elle a une géométrie conique qui modifie le 

rayon de courbure des membranes où elle est insérée (Figure 10 A) et contribue au 

changement de phase (Smisterova et al., 2001). Certains lipides cationiques formant des 

phases lamellaires sont également capables d'adopter la phase HII lorsque la densité de 

charges à la surface du lipoplexe diminue : la neutralisation des lipides cationiques par les 

lipides anioniques de la membrane endosomale pourraient donc provoquer la transition de 

phase sans l'aide d'un colipide, expliquant que certains lipides cationiques soient efficaces 

lorsqu'ils sont utilisés seuls (Zuhorn and Hoekstra, 2002). Suite à l'adoption de la phase HII, 

les membranes peuvent fusionner et aboutir à la création d'un pore selon deux modèles 

(Figure 10 B) : dans un des modèles, la formation d'une micelle inverse dans l'accolement 

des membranes aboutit à leur rupture par déstabilisation (Cullis and Hope, 1978). L'autre 

modèle fait appel à la formation d'un pédicule ou stalk entre les membranes, également 

favorisé par les lipides à géométrie conique, qui aboutit à la formation d'une monocouche 

intermédiaire (transmonolayer contact, ou TMC). Cette TMC est rompue par l'augmentation 

des forces de tension dans la bicouche et aboutit également à la formation d'un pore  

(Siegel, 1999).  

 

A 

 

B 

 

Figure 10 – Influence de la géométrie des lipides sur l'échappement endosomal. (A) Conséquences de la géométrie des 

lipides sur leur organisation supramoléculaire. La DOPE correspond au modèle présenté en bas, avec une forme conique qui 

permet la formation de phases hexagonales inversées. (B) Mécanismes proposés pour la fusion membranaire. Gauche : fusion 

membranaire et création d'un pore via un intermédiaire en micelle inverse. Droite : Formation d'un pore par accolement direct 

des membranes et formation d'un pédicule (stalk). (Hafez and Cullis, 2001) 
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Un autre mécanisme d'échappement endosomal couramment utilisé repose sur le 

phénomène d'éponge à protons (Figure 11). Le polymère cationique PEI transfecte 

efficacement des cellules en culture alors qu'il n'a pas de propriétés fusogéniques 

intrinsèques. Cette efficacité est attribuée à ses nombreux groupements protonables qui 

offrent un pouvoir tampon important à ce vecteur (Boussif et al., 1995). Lors de l'acidification 

de l'endosome précoce par des ATPases à protons, qui fait suite à l'internalisation des 

complexes, ces groupements sont capables d'absorber les protons et d'empêcher 

l'acidification du compartiment endosomal, amenant les pompes à protons à fonctionner de 

façon exagérée. L'entrée d'anions et d'eau suivant ce flux de protons conduit au gonflement 

de l'endosome puis à sa rupture (Sonawane et al., 2003). Parallèlement aux polymères 

protonables, il a été montré que des lipides ou des peptides contenant des groupements 

imidazole, également protonables dans les endosomes en cours d'acidification, sont 

capables de favoriser l'échappement endosomal (Midoux et al., 2002; Kumar et al., 2003; 

Mevel et al., 2008; Midoux et al., 2009; Billiet et al., 2012). Cet effet reposerait sur le 

phénomène d'éponge à protons, mais également sur la capacité de ces composés à 

fusionner avec la membrane endosomale suite à leur protonation, en faisant une classe de 

composés susceptibles de favoriser l'échappement endosomal par les deux mécanismes 

habituellement exploités de façon distincte.  

 

 

Figure 11 – Mécanisme d'éponge à protons. Le cargo contenu dans l'endosome comporte des groupements basiques 

protonables (B) qui sont protonés lors de l'acidification de l'endosome (BH). L'entrée d'eau et de contre-ions conduit à la 

rupture osmotique de l'endosome (Pack et al., 2005).  

 

Le mécanisme d'éponge à protons permet d'expliquer au moins partiellement l'efficacité des 

vecteurs qui sont internalisés  par endocytose clathrine-dépendante : cette voie conduit les 

complexes vers les endosomes dont l'acidification déclenche le mécanisme d'éponge à 

protons. A contrario, les vecteurs internalisés par endocytose cavéole-dépendante ne sont 



Généralités - Chapitre 3 

35 
 

pas dirigés vers les endosomes et ne sont donc pas soumis à l'acidification, ce qui explique 

que des composés histidinylés rentrant dans les cellules par cette voie soient relativement 

peu efficaces malgré leur pouvoir tampon (Billiet et al., 2012). Cette explication est toutefois 

à nuancer par le fait que les vésicules issues de l'endocytose cavéole-dépendante sont 

capables dans une certaine mesure de rejoindre la voie des endosomes, permettant ainsi à 

leur contenu de subir l'acidification et d'y déclencher le mécanisme d'éponge à protons (Aoki 

et al., 2007). 

 

c Dissociation du complexe lipide cationique / ADN 

Durant l'échappement endosomal, une partie des lipides du lipoplexe se mélange à ceux de 

l'endosome. L'acide nucléique transporté ainsi jusqu'au cytosol doit se dissocier des lipides 

cationiques pour accéder au noyau. Il a été observé que l'injection directe de complexes 

lipide cationique/ADN dans le noyau d'ovocytes de xénope est moins efficace que l'injection 

d'ADN seul, indiquant que les lipides cationiques liés à l'ADN inhibent l'expression du 

transgène (Zabner et al., 1995). La dissociation du complexe paraît donc essentielle pour 

une transfection efficace.  

Un modèle a été proposé par l'équipe de F.C. Szoka pour la dissociation des acides 

nucléiques et de leur vecteur une fois les barrières cellulaires franchies (Figure 12). Après 

l'internalisation du complexe, les lipides anioniques de la membrane endosomale 

(phosphatidylsérine et acide phosphatidique notamment) passent par flip-flop dans le 

lipoplexe où ils forment des paires d'ions avec les lipides cationiques. L'interaction lipide 

cationique-lipide anionique étant nettement plus forte que l'interaction lipide cationique/ADN 

du fait de l'interaction hydrophobe qui s'ajoute à l'interaction électrostatique, l'ADN n'est plus 

lié au lipide cationique et est libéré dans le cytosol (Xu and Szoka, Jr., 1996). Il est 

également possible qu'une fois dans le cytoplasme, les lipoplexes se lient à des composants 

cellulaires comme les ARN ou des protéines négativement chargées, qui en déplaçant l'ADN 

du lipide cationique contribueraient à sa libération dans le cytosol (Scherman et al., 1998). 

Ce mécanisme de libération des acides nucléiques semble cependant à nuancer car il est 

dépendant du lipide cationique utilisé.  

Notre équipe a collaboré à une étude du mécanisme intracellulaire de deux lipides 

cationiques, la DOSP (Mevel et al., 2012) et le BGTC (Vigneron et al., 1996). Le suivi par 

cryo-TEM de lipoplexes formés par ces lipides avec de l'ADN lié à des billes d'or montre que 

même si les grandes étapes de délivrance de l'ADN sont communes aux deux vecteurs, leur 

comportement dans l'endosome diffère : les lipoplexes BGTC/ADN se dissocient avant la 
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rupture des membranes endosomales alors que les deux évènements sont concomitants 

dans le cas de la DOSP (Figure 13). Ceci explique probablement pourquoi l'efficacité de 

transfection du BGTC est inférieure : l'ADN  n'étant que partiellement protégé dans 

l'endosome par le BGTC, il est plus susceptible d'être dégradé qu'avec la DOSP (Le Bihan et 

al., 2011).  

 

Figure 12 – Mécanisme de relargage de l'ADN dans le cytosol. Etape 1 : internalisation du complexe par endocytose. 

Etape 2 : mélange des lipides anioniques de la membrane avec les lipides cationiques du lipoplexe. Etape 3 : création de 

paires d'ions et neutralisation. Etape 4 : relargage de l'ADN par le complexe. (Xu and Szoka, Jr., 1996) 

 

  

Figure 13 - Observations en cryo-TEM de lipoplexes de BGTC:DOPE ou de DOSP:DOPE formulée à de l'ADN 

plasmidique après endocytose par des cellules H1299. (A) lipoplexe BGTC:DOPE/ADN partiellement désassemblé 

contenu dans un endosome dont la membrane est intacte. Barre d'échelle 500 nm. (B) Lipoplexe de DOSP:DOPE/ADN en 

cours de désassemblage contenu dans un endosome dont la membrane est rompue. Barre d'échelle 100 nm. Encart : structure 

multilamellaire du lipoplexe DOSP:DOPE/ADN présentant un expacement caractéristique de 6,5 nm indiquant que l'ADN est 

toujours complexé entre les couches lipidiques. Barre d'échelle 20 nm (Le Bihan et al., 2011). 
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d Trafic intracellulaire du plasmide et importation nucléaire 

Suite à l'échappement endosomal, l'acide nucléique doit encore être dirigé vers sa cible 

moléculaire. Le trafic des siRNA ne pose pas de problème puisque leur cible est le complexe 

cytosolique RISC. En revanche, l'ADN doit gagner le noyau pour être transcrit par l'ARN 

polymérase II. L'accès au noyau des plasmides est limité par la consistance du cytosol dont 

la richesse en biomolécules l'apparente plus à un gel qu'à une solution liquide, et où la 

diffusion des macromolécules est limitée (Luby-Phelps, 2000). Cette propriété du cytosol fait 

que peu de plasmides délivrés à l'intérieur de la cellule gagnent effectivement le noyau : 

ainsi l'injection cytosolique d'un plasmide conduit à une expression nettement moins forte 

que son injection intranucléaire (Graessmann et al., 1989), et suite à la délivrance par des 

lipides cationiques de 1x105 à 1x106 plasmides à des cellules B1F10 ou A549, on ne 

retrouve que 0,1 à 5 % des plasmides dans le noyau (Cohen et al., 2009). Ce taux de 0,1 % 

a également été observé dans notre laboratoire sur des cellules COS-7 (Pollard et al., 1998). 

Il a été observé que des endosomes contenant les lipoplexes se situent à proximité de la 

membrane nucléaire suite à une transfection (Le Bihan et al., 2011), ce qui peut faciliter la 

diffusion de l'ADN qu'ils relarguent et limiter son temps de résidence dans le cytosol où il est 

exposé à l'action des nucléases.  

L'accès au noyau des plasmides est nettement favorisé par la rupture de la membrane 

nucléaire lorsque les cellules sont en division, cependant il est également possible en 

interphase (Escriou et al., 2001). Des mécanismes ont été proposés pour expliquer le 

passage des molécules d'ADN à travers l'enveloppe nucléaire. Des séquences d'origine 

virale, comme l'enhancer du virus simien SV40, favorisent l'importation nucléaire des 

plasmides les contenant en se fixant à des facteurs de transcription qui sont eux-même 

importés vers le noyau via leurs signaux de localisation nucléaire (NLS)(Figure 

14)(Graessmann et al., 1989; Dean et al., 1999). Les promoteurs utilisés dans les plasmides 

étant fréquemment dérivés de séquences virales (promoteurs du CMV et du SV40 

notamment) sont donc utiles non seulement pour la transcription proprement-dite, mais 

également pour l'étape d'import nucléaire. Il a également été suggéré que l'entrée des 

plasmides dans le noyau puisse impliquer les histones : l'adénovirus Ad2 utilise l'histone H1 

comme transporteur vers le noyau de la cellule qu'il infecte. Il est possible que l'ADN non 

viral, se fixant naturellement aux histones, puisse être transporté avec elles depuis le lieu de 

leur traduction, le cytosol, jusqu'au noyau (Trotman et al., 2001; Zuhorn and Hoekstra, 2002).  
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Figure 14 – Mécanisme d'importation nucléaire des plasmides via leur fixation à des facteurs de transcription (Dean et 

al., 1999).  

Des observations par microscopie confocale ont montré que des lipoplexes DOSPA:DOPE 

peuvent fusionner directement avec la membrane nucléaire (Kamiya et al., 2002), cependant 

il est généralement admis que l'entrée dans le noyau proprement-dite, hors division 

cellulaire, se fait via le complexe du pore nucléaire (NPC), dont le diamètre de 30 nm permet 

le passage de la double hélice d'ADN de 3 nm de diamètre. Cette importation via le NPC 

peut être favorisé par l'utilisation de séquences NLS. Ainsi, le greffage de la protéine hexon 

de l'adénovirus Ad5 sur du PEI augmente d'un facteur dix l'expression du transgène par 

rapport à du PEI non greffé, par un mécanisme dépendant du NPC (Carlisle et al., 2001). Il 

est intéressant de noter que le taux d'importation nucléaire est dépendant du type cellulaire, 

ce qui permet d'expliquer au moins partiellement les différents niveaux de transfection 

observé en fonction du type cellulaire. Il a été observé que des cellules CV-1 et HeLa ayant 

reçu des complexes DOTAP:DOPE/ADN internalisent une quantité équivalente de 

plasmides, mais que les HeLa, qui présentent le taux le plus élevé d'expression du 

transgène, contiennent deux fois plus de plasmides dans leur noyau que les CV-1. Cette 

variation peut être expliquée par plusieurs facteurs : le taux de division plus élevé des 

cellules HeLa qui favoriserait le transfert des plasmides au noyau lors de la mitose, mais 

également la présence de certains facteurs de transcription dans les HeLa qui favoriseraient 

l'importation nucléaire en se fixant à des séquences spécifiques contenues dans le plasmide 

(James and Giorgio, 2000).  
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La Figure 15 présente un bilan des différentes étapes du transfert de gène par les acides 

nucléiques.

 

Figure 15 – Bilan des différentes étapes du transfert de gènes par les lipides cationiques. (A) Formation d'un complexe 

stable entre un liposome cationique et de l'ADN plasmidique. (B) Attachement à la membrane par interaction électrostatique 

avec les glycosaminoglycanes. (C) Endocytose du complexe. (D) Acidification de l'endosome. (E) Echappement endosomal 

et dissociation du complexe. (F) Trafic intracellulaire du plasmide. (G) Importation nucléaire. (H) Expression du gène et 

traduction de la protéine codée par le plasmide.  
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4.  Les derives lipidiques d'aminoglycosides (DLA) 

Cette partie des Généralités est liée à un travail collaboratif ayant fait l'objet d'une 

publication dans la revue Journal Of Controlled Release en 2012 :  Mevel,M., Sainlos,M., 

Chatin,B., Oudrhiri,N., Hauchecorne,M., Lambert,O., Vigneron,J.P., Lehn,P., Pitard,B., and 

Lehn,J.M. (2012). Paromomycin and neomycin B derived cationic lipids: synthesis and 

transfection studies. J. Control Release 158, 461-469 (Mevel et al., 2012).  

Les aminoglycosides sont une grande famille de molécules à activité antibiotique 

synthétisées dans la nature par des bactéries de l'ordre des actinomycètes, basées sur des 

sucres modifiés. Leur activité antibiotique provient de leur capacité à se fixer à l'ARN de la 

sous-unité 30S des ribosomes bactériens et à induire des erreurs dans la traduction des 

protéines : la cellule bactérienne meurt suite à l'accumulation de protéines aberrantes. Cette 

capacité des aminoglycosides à lier les acides nucléiques, alliée à leur importante diversité 

structurale permettant de nombreuses modifications chimiques, en fait des candidats de 

choix dans le développement de nouveaux lipides cationiques. Ces molécules sont en effet 

basées sur un noyau 2-déoxystreptamine, substitué en positions 4 et 5 (4,5-DDS ; ex : 

paromomycine, tobramycine) ou en positions 4 et 6 (4,6-DDS ; ex : néomycine, kanamycine) 

par des aminosucres. Les nombreuses fonctions amines portées par ces sucres (jusqu'à six 

dans le cas de la néomycine) permettent, par couplage sélectif avec un groupement 

hydrophobe (cholestérol ou chaînes d'acides gras), d'obtenir une grande variété de 

composés amphiphiles. L'équipe de J.M. Lehn a synthétisé les premiers lipides de cette 

famille à partir de la kanamycine : la kanamycine-cholestérol (KC) et son dérivé tri-guanidylé, 

la tri-guanidinium-kanamycine-cholestérol (TGKC) (Figure 16 A-B) (Belmont et al., 2002). 

Leur capacité à délivrer un plasmide dans des cellules en culture et dans les voies aériennes 

de souris a apporté la preuve de concept que cette nouvelle classe de lipides pouvait être la 

base de vecteurs efficaces pour le transfert de gène.  

Ces résultats encourageants ont amené les auteurs à synthétiser une série de lipides 

dérivés de la KC en incluant un groupement espaceur entre la tête cationique et la queue 

hydrophobe, un tel groupement étant susceptible d'améliorer l'efficacité de ces lipides. Entre 

autres lipides ont été obtenus la kanamycine-caproyl-cholesterol (KCC) et la kanamycine-

lysyl-cholesterol (KLC) (Figure 16 C-D) (Sainlos et al., 2005), incluant un bras espaceur 

dérivé respectivement de l'acide 6-aminocaproïque ou de la lysine. 
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Figure 16 Structure de dérivés lipidiques d'aminoglycosides. (A) KC, (B) TGKC, (C) KCC, (D) KLC, (E) TCC, (F) TLC, 

(G) PDX, (H) DOSK, (I) DOSP, (J) DOSN, (K) DOST, (L) PCSD, (M) PLSD, (N) DOAPSATA  

 

Ces composés se sont révélés dix fois plus efficaces que la KC pour transfecter des cellules 

in vitro, le gain étant plus modeste in vivo puisque seule la KLC s'est avérée plus efficace 

que la KC. Cette étude a également décrit la synthèse et l'activité de transfection d'un lipide 

basé sur des chaînes d'acides gras au lieu d'un cholestérol, la dioleoyl-succinyl-kanamycine 

(DOSK) (Figure 16 H). Son efficacité de transfection a conduit à la synthèse d'autres dérivés 
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aliphatiques d'aminoglycosides en variant le motif aminoglycoside, basés sur la 

paromomycine (DOSP), la tobramycine (DOST) ou la néomycine (DOSN) (Figure 16 I-K). 

Ces dérivés aliphatiques d'aminoglycosides ont été étudiés pour leur capacité à transfecter 

des siRNAs dans des cellules en culture. Les dérivés de la 4,5-DDS (DOSP et DOSN) se 

sont avérés particulièrement efficaces pour l'inhibition d'un gène rapporteur, tout en étant 

dénués de toxicité. Il a été suggéré que leur efficacité provient de leur capacité à former avec 

les siRNAs des complexes de petite taille et organisés en microdomaines, contrairement aux 

dérivés de la 4,6-DDS qui forment des structures multilamellaires concentriques moins aptes 

à déstabiliser la membrane endosomale pour relarguer les siRNAs dans le cytosol (Desigaux 

et al., 2007). Ces dérivés lipidiques d'aminoglycosides n'ayant pas été jusque-là caractérisés 

quand à leurs propriétés pour le transfert d'ADN plasmidique, un travail collaboratif de notre 

équipe avec celle de J.M. Lehn a permis de préciser leur activité de transfert de gène in vitro 

et in vivo ainsi que leurs propriétés physicochimiques. Ce travail sera présenté dans le 

chapitre 1 des résultats.  

 

5.  Transfert d'acides nucléiques in vivo par les lipides cationiques 

Bien qu'efficaces pour délivrer des acides nucléiques in vitro, les lipides cationiques 

s'avèrent peu efficaces in vivo pour la délivrance de plasmides ou de siRNAs. La charge 

positive des complexes qu'ils forment avec les acides nucléiques, et qui est le moteur de leur 

association aux cellules ciblées, déclenche en effet une forte agrégation avec les 

composants du sérum lorsqu'ils sont injectés dans la circulation systémique. Ces agrégats 

sont stoppés dans le premier lit capillaire rencontré après une injection intraveineuse : on les 

retrouve généralement dans le poumon, alors que le taux de transfection des autres organes 

est bas (Mahato et al., 1998). Les lipides cationiques sont également capables d'activer le 

système du complément, ce qui amène à l'élimination des complexes par les macrophages 

et le système réticulo-endothélial (Rao, 2010). Ainsi, suite à une injection de lipoplexes dans 

la veine caudale, 98 % de ceux-ci sont éliminés de la circulation dans les dix minutes (Tong 

et al., 2009)  L'injection de complexes directement dans un tissu amène également un 

niveau de transfection décevant : si une monocouche de cellules en culture est facilement 

accessible aux lipoplexes qui sont déposés dessus, en revanche leur distribution entre des 

cellules jointives ou séparées par une matrice extracellulaire est limitée.  

Une stratégie permettant d'augmenter la stabilité des lipoplexes dans les fluides biologiques 

consiste à les formuler avec des stabilisateurs stériques de type PEG (polyéthylène-glycol) 

qui permettent la répulsion des composés susceptibles d'interagir avec eux (Figure 17). 
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L'inconvénient de ces stabilisateurs étant qu'ils limitent également l'interaction avec les 

membranes cellulaires, il est possible de les coupler avec un ligand (anticorps, sucres, 

protéines) qui permet une interaction récepteur-dépendante avec les cellules et autorise le 

ciblage des lipoplexes vers un type cellulaire donné. Ainsi, le couplage à la transferrine 

permet de cibler les cellules tumorales qui présentent généralement une expression accrue 

du récepteur à la transferrine par rapport aux cellules saines (Tong et al., 2009). 

 

 

Figure 17 – Système multimodulaire pour la délivrance ciblée d'acides nucléiques in vivo. Le cœur hydrophobe (jaune) 

est surmonté d'une couronne de stabilisateurs stériques (bleu) couplée à un ligand permettant le ciblage d'un type cellulaire 

donné (triangles noirs). Le stabilisateur stérique peut comporter une fonction dégradable (vert) permettant le désassemblage 

du système une fois internalisé par la cellule ciblée. Adapté d'après Tong et al., 2009 

 

Notre équipe a participé au développement d'un système de délivrance ciblée d'acides 

nucléiques vers les hépatocytes. Des lipoplexes BGTC/ADN ont été formulée à un rapport 

de charge proche de la neutralité, permettant d'éviter les interactions électrostatiques non 

spécifiques avec les composants du sérum ou de cellules non ciblées. Ces lipoplexes 

neutres ont ensuite été stabilisés par ajout de copolymères à blocs amphiphiles non ioniques 

(dont les propriétés seront détaillées dans les pages suivantes) qui permettent d'empêcher 

l'agrégation de ces lipoplexes colloïdalement instables par interaction hydrophobe, et doivent 

servir de stabilisateurs stériques une fois le système injecté dans la circulation systémique. 

Ces copolymères portent à leur extrémité un ligand galactose permettant le ciblage du 

récepteur ASPGR (récepteur aux asialoglycoprotéines) exprimé par les hépatocyte. Les 

résultats de cette étude ont montré que ces systèmes multimodulaires permettent la 

transfection spécifique d'hépatocytes en culture par un mécanisme récepteur-dépendant 

(Letrou-Bonneval et al., 2008). 
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B.  Les polymères 

1.  Polymères cationiques 

Suite au développement des lipides cationiques à la fin des années 1980, une autre classe 

de molécules dédiées au transfert de gènes in vitro et in vivo a émergé : les polymères 

cationiques. Ceux-ci sont également capables de former avec les acides nucléiques des 

structures supramoléculaires : les polyplexes. Un des premiers polymères développés à 

cette fin est le polyéthylèneimine (PEI) (Figure 18 A), développé par l'équipe de J.P. Behr et 

toujours commercialisé sous le nom de Jet-PEI (Boussif et al., 1995; Demeneix and Behr, 

2005). Ce polyélectrolyte, qui peut être linéaire ou ramifié, possède de nombreuses fonctions 

amines protonables qui lui confèrent une forte charge positive à pH physiologique permettant 

la formation de complexes stables avec les lipides cationiques. Ces fonctions amines sont 

susceptibles d'être protonées dans l'endosome en cours d'acidification, permettant 

l'échappement endosomal par un effet d'éponge à protons et conférant au PEI une grande 

efficacité de tranfert de gènes in vitro et in vivo. Un autre polymère couramment utilisé est la 

polylysine (PLL) (Figure 18 B) (Wolfert et al., 1999). Elle présente une activité de transfection 

plus faible que le PEI, probablement du fait de la moindre densité de fonctions protonables 

qui n'offre pas la possibilité de faire éclater les endosomes par choc osmotique, cependant 

elle a l'avantage d'être biodégradable de par sa nature polypeptidique, ce qui lui confère une 

toxicité minimale et élimine le problème du devenir du vecteur dans le cas d'une 

administration in vivo.  

 

A 

 

 

B 

 

Figure 18 – Structures du PEI linéaire (A) et de la polylysine (B) (Wolfert et al., 1999; Demeneix and Behr, 

2005).  
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2.  Copolymères à blocs amphiphiles  

a Structure et propriétés 

Parallèlement aux polymères cationiques, des polymères non ioniques ont été utilisés pour 

délivrer des acides nucléiques in vivo. Un des premiers composés de ce type est la 

polyvinyl-pyrrolidone (PVP) ou Povidone. Développé dans les années 1930 et utilisé comme 

substitut de plasma sanguin, ce polymère inerte et non toxique est aujourd'hui largement 

utilisé dans de nombreuses formulations pharmaceutiques, la plus répandue étant la 

Povidone iodée (Bétadine®). Il a été observé dans les années 1990 que l'injection 

intramusculaire d'un plasmide rapporteur combiné à de la PVP permet un transfert de gène 

efficace par rapport à l'injection d'ADN nu (Mumper et al., 1996).  

Rapidement, d'autres polymères neutres ont montré leur capacité à assurer un transfert de 

gène très efficace in vitro : les copolymères à blocs amphiphiles, dits Pluronics ou 

poloxamères. Ces molécules sont constituées d'un bloc de poly-oxyde de propylène (PPO) 

hydrophobe comportant un nombre variable d'unités, encadré par deux blocs de poly-oxyde 

d'éthylène (PEO) hydrophiles (Figure 19 A). Il existe une grande variété de Pluronics, 

caractérisés par leur masse moléculaire et par les longueurs des blocs de PEO et PPO qui 

définissent le comportement de ces polymères en solution aqueuse. Ce comportement peut 

notamment être prédit à l'aide de l'échelle HLB (hydrophilic / lipophilic balance) de Davies, 

qui prend en compte les contributions de chaque groupement d'oxyde d'éthylène et d'oxyde 

de propylène pour attribuer au polymère considéré une valeur HLB, faible pour les composés 

hydrophobes et élevée pour les composés hydrophiles. Diverses nomenclatures ont été 

établies pour la classification de ces polymères en fonction de leur masse molaire et de leur 

hydrophobicité. Lorsqu'ils sont désignés sous l'appellation générale de poloxamères, ils sont 

caractérisés par un code à trois chiffres. Les deux premiers chiffres multipliés par 100 

donnent une approximation de la masse molaire du bloc central de poly-oxyde de propylène 

et le troisième multiplié par 10 donne la proportion d'oxyde d'éthylène dans la structure du 

polymère. Ainsi, le poloxamère 188 possède un bloc central de poly-oxyde de propylène 

d'environ 1800 Da et les blocs de poly-oxyde d'éthylène composent 80 % de sa structure. 

Leur nomenclature est différente lorsqu'ils sont commercialisés sous le nom Pluronics par la 

société BASF : ils sont désignés par un code à une lettre suivie de deux ou trois chiffres. La 

lettre définit leur état à température ambiante (F : solide; P : pâte; L : liquide). Le dernier 

chiffre multiplié par 10 donne toujours le pourcentage d'oxyde d'éthylène, en revanche le 

premier ou les deux premiers chiffres doivent être multipliés par 300 pour obtenir la masse 

molaire du bloc central de poly-oxyde de propylène. Ainsi, dans cette nomenclature, le 
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poloxamère 188 qui se présente sous forme de pastilles solides devient le  Pluronic F68. 

C'est cette nomenclature de BASF qui sera privilégiée dans les pages suivantes.  

Leur motif central de PPO permet un auto-assemblage sous forme de micelles, en fonction 

de la concentration et de la température. Au-delà d'une certaine concentration  micellaire 

critique  (CMC), les blocs de PPO centraux s'assemblent pour former le cœur hydrophobe 

des micelles, surmonté par les chaînes hydrophiles de PEO qui restent hydratées (Figure 19 

D). La température influe également sur la formation de ces micelles : de façon paradoxale, 

une augmentation de la température favorise leur assemblage. En effet, l'état d'hydratation 

des blocs de PPO diminue avec la température. Au-delà d'un seuil dit température micellaire 

critique (CMT), ceux-ci s'associent pour former le cœur hydrophobe des micelles. Ces 

micelles peuvent être utilisées pour encapsuler des composés peu solubles afin de les 

administrer dans l'organisme. La doxorubicine par exemple, un agent anticancéreux, voit son 

temps de demi-vie plasmatique et son accumulation dans les tumeurs augmenter lorsqu'elle 

est combinée à des micelles de SP1017, un mélange des Pluronics L61 et F127 (Batrakova 

and Kabanov, 2008).  

 

 

 

 

 

 

C 

 

Figure 19 – Structure et auto-assemblage des copolymères à blocs amphiphiles. (A)  Structure générale 

des poloxamères. (B) Auto-assemblage des polymères en micelles via leurs parties hydrophobes. (C) Structure 
générale des Poloxamines (Pitard et al., 2004; Batrakova and Kabanov, 2008). 
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Une autre classe de copolymères à blocs est constituée par la famille des poloxamines ou 

Tetronics. D'une structure proche de celle des Pluronics, ils sont constitués quatre chaînes 

alternant un bloc de PEO et un bloc de PPO, qui sont branchées via le bloc PPO sur un motif 

éthylènediamine central conférant à la molécule une charge positive, faible toutefois en 

regard de la taille de la molécule entière (Figure 19 C). Ces composés ont donc des 

propriétés similaires à celles des Pluronics.  

La capacité des copolymères à blocs à faciliter le transfert de gènes in vivo, et notamment 

en intramusculaire, a été observé par l'équipe d'A. Kabanov au début des années 2000 : la 

combinaison de Pluronics SP1017 formulée à un plasmide permet un transfert de gène dans 

le muscle dix fois plus efficace que l'injection d'ADN nu, et est également plus efficace que la 

PVP qui était à l'époque le seul agent non viral permettant une transfection efficace dans le 

muscle (Lemieux et al., 2000). Cette capacité à améliorer le transfert de gènes 

intramusculaire, alliée à la faible toxicité des Pluronics et à leur inscription dans les 

pharmacopées américaine et européenne, a rapidement amené d'autres groupes à se 

focaliser sur cette nouvelle classe de vecteurs non viraux.  

Notre équipe a également observé en 2002 que l'utilisation d'un seul copolymère à blocs non 

ionique, le PE6400 ou L64 (PEO13-PPO30-PEO13), permet d'augmenter d'un facteur 50 

l'expression d'un transgène par rapport à de l'ADN nu dans le muscle squelettique, 

atteignant un niveau d'expression équivalent à celui observé avec l'électrotransfert. Le L64 

est également capable de délivrer un transgène dans le muscle cardiaque, tissu où 

l'utilisation de l'électroporation est difficilement envisageable (Pitard et al., 2002). Cette 

efficacité des Pluronics a rapidement amené notre équipe  à conduire la première étude du 

transfert de gène par les poloxamines, combinant les propriétés des Pluronics avec celles 

d'un vecteur cationique : il s'est avéré que le Tetronic 304 est capable d'améliorer 

l'expression de gènes rapporteurs dans le muscle squelettique et cardiaque, mais également 

de gènes ayant un intérêt thérapeutique comme la dystrophine ou l'érythropoïétine (EPO). Il 

est intéressant de noter que ces vecteur efficaces permettent de réduire la dose d'ADN 

injectée, et par conséquent de limiter la réaction immunitaire associée à l'expression du 

transgène, permettant le maintien de l'expression sur plusieurs mois alors qu'elle est 

habituellement transitoire (Pitard et al., 2004). D'autres travaux ont confirmé cette capacité 

des copolymères à blocs à transférer efficacement des gènes in vivo dans divers organes 

(Desigaux et al., 2005; Richard et al., 2005a; Richard et al., 2005b; Piron et al., 2008; 

Richard-Fiardo et al., 2008).  
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b Mécanisme d'action 

Cette partie des Généralités est liée à un travail collaboratif ayant fait l'objet d'une 

publication dans la revue Nucleic Acid Research : Chèvre,R., Le,B.O., Beilvert,F., Chatin,B., 

Barteau,B., Mevel,M., Lambert,O., and Pitard,B. (2011). Amphiphilic block copolymers 

enhance the cellular uptake of DNA molecules through a facilitated plasma membrane 

transport. Nucleic Acids Res. 39, 1610-1622. (Chevre et al., 2011).  

Contrairement au mécanisme d'action des lipides cationiques, qui sont étudiés depuis un 

quart de siècle, la manière dont les copolymères à blocs permettent le transfert intracellulaire 

d'acides nucléiques est mal élucidée. L'incapacité des copolymères à assurer la transfection 

d'ADN in vitro alors qu'ils sont très efficaces in vivo, et à l'inverse les performances in vivo 

des lipides cationiques décevantes par rapport à leur activité in vitro, suggère deux 

mécanismes d'action totalement différents. La physicochimie de ces deux types de vecteurs 

est probablement à l'origine de cette différence. Alors que les lipides cationiques forment des 

complexes stables avec les acides nucléiques via une interaction électrostatique forte, la 

neutralité électrique des copolymères à blocs suggère des interactions faibles, de type 

liaison hydrogène ou interaction hydrophobe, avec les acides nucléiques, voir une absence 

d'interaction (Pitard et al., 2002; Batrakova and Kabanov, 2008). De plus, la grande diversité 

de ces composés quand à leur masse et leur HLB permet d'envisager plusieurs mécanismes 

intervenant à différentes étapes du transfert des acides nucléiques depuis le milieu 

extracellulaire jusqu'au cytosol et au noyau des cellules ciblées.  

Le niveau élevé d'expression du transgène induit dans les muscles par les copolymères peut 

s'expliquer par la transfection d'un plus grand nombre de fibres musculaires qu'avec de 

l'ADN nu. Notre équipe a observé que le polymère PE6400 doit être administré en même 

temps que le plasmide pour être actif, suggérant l'importance du mélange des deux 

composés (Pitard et al., 2002), et a ensuite démontré que le Pluronic F68 ou Lutrol (PEO75-

PPO30-PEO75) facilite la diffusion du plasmide dans le tissu après l'injection (Bello-Roufai et 

al., 2007),conduisant à un plus grand nombre de cellules atteintes par le plasmide. Ce 

mécanisme constitue un premier niveau d'action des copolymères à blocs. 

L'équipe d'A. Kabanov a montré que l'endocytose de complexes polymère cationique/ADN 

est facilitée en présence du polymère P85 (PEO26-PPO40-PEO26) (Astafieva et al., 1996; 

Yang et al., 2008). Une autre étude a observé que le L64 favorise l'internalisation des acides 

nucléiques par création de pores. Ces résultats suggèrent que les copolymères à bloc ont 

une action directe sur la membrane plasmique. Toutefois, ces polymères ont une faible HLB, 

et des polymères moins hydrophobes sont susceptibles de ne pas agir à ce niveau de 

l'internalisation des acides nucléiques.  



Généralités - Chapitre 3 

49 
 

Une des principales barrières à la délivrance des acides nucléiques par les lipides 

cationiques étant la membrane endosomale, il est possible que les copolymères à blocs 

amphiphiles non ioniques agissent à ce niveau en facilitant l'échappement endosomal. Un 

Pluronic très hydrophobe, le L61 (PEO2-PPO32-PEO2), est capable de favoriser des flip-flops 

dans des vésicules de lécithine (Krylova et al., 2003), mais cet effet n'est probablement pas 

en jeu avec des polymères plus hydrophiles.  

La facilitation du trafic intracellulaire de l'ADN et de l'expression même du transgène au 

niveau transcriptionnel a également été proposée pour expliquer le mode d'action de certains 

polymères. Il a été montré que le P85 provoque l'activation de voies de signalisation de 

l'inflammation conduisant à l'expression du facteur de transcription NFκB et augmente 

sélectivement l'expression de plasmides porteurs de sites de fixation de ce facteur dans leur 

promoteur (type CMV ou P53). NFκB joue un rôle à la fois au niveau de l'importation 

nucléaire des plasmides sur lesquels il est fixé, et au niveau de l'expression en activant le 

promoteur contrôlant l'expression du transgène (Yang et al., 2005; Batrakova and Kabanov, 

2008; Yang et al., 2008). Cet effet sur les voies de signalisation du P85 a également été 

observé à l'échelle tissulaire : l'injection d'ADN formulé à ce polymère induit le recrutement 

de cellules présentatrices d'antigènes et une forte réponse inflammatoire, qui peut être mise 

à profit dans le domaine de la vaccination à ADN (Gaymalov et al., 2009).  

Ces observations suggèrent que la diversité des copolymères à blocs sous-tend plusieurs 

mécanismes d'action. Notre équipe a participé à une étude du mode d'action du F68 ou 

Lutrol, qui a démontré sa capacité à transférer un transgène de manière très efficace dans le 

tissu musculaire (Richard et al., 2005a; Richard-Fiardo et al., 2008). Ces travaux seront 

présentés dans le chapitre 2 des résultats. 
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Chapitre 4 - Délivrance intracellulaire d'ADN et immunothérapie 

 

Si la délivrance intracellulaire d'ADN a pour but originel la thérapie de remplacement 

génique, depuis quelques années on assiste à l'émergence d'une nouvelle application à 

cette technique : la vaccination à ADN.  Le principe est de faire exprimer par les cellules de 

l'organisme un antigène donné plutôt qu'injecter cette molécule sous forme protéique. Les 

avantages sont nombreux : outre le faible coût de l'ADN plasmidique comparé à des 

antigènes purifiés ou des virus inactivés, l'ADN est stable à température ambiante 

contrairement aux protéines et permet donc de se passer de moyens de réfrigération 

coûteux et indisponibles dans certaines zones du monde. D'autre part, l'expression de 

l'antigène par les cellules humaines garantit sa bonne conformation et sa glycosylation 

correcte par rapport à ce qui peut être obtenu dans des systèmes d'expression héterologues 

ou des bactéries. Cependant, ce procédé originellement basé sur l'injection d'ADN nu se 

heurte à la grande quantité de plasmide nécessaire et à la faible réponse immunitaire 

obtenue après injection. L'utilisation de vecteurs permettant de diminuer de façon importante 

la quantité d'ADN nécessaire à cette vaccination est donc d'un intérêt considérable. 

L'immunité induite par l'ADN exogène repose sur sa détection au sein de la cellule par des 

protéines capables de le reconnaître et d'induire une réponse inflammatoire. En effet, l'ADN 

est en temps normal présent uniquement dans le noyau et les mitochondries des cellules 

animales et sa présence dans un autre compartiment intracellulaire est le signe d'une 

infection par un virus ou une bactérie. Au cours de l'évolution, les cellules ont donc acquis 

les mécanismes nécessaires à la détection de cette molécule en tant que motif moléculaire 

associé aux pathogènes (PAMP) pour se protéger de telles infections : aujourd'hui, ce sont 

ces mécanismes qui sont exploités dans le cadre de l'immunothérapie et de la vaccination à 

ADN.  

 

A.  Détection intracellulaire de l'ADN exogène 

L'ADN introduit dans des cellules de mammifères est reconnu par divers récepteurs 

spécialisés dans la reconnaissance de motifs moléculaires spécifiques de pathogènes 

(PRR : pattern recognition receptors). Cette reconnaissance de l'ADN exogène peut être 

basée soit sur l'identification de particularités absentes de l'ADN génomique de la cellule, 

soit sur la détection d'ADN dans un compartiment cellulaire qui normalement n'en contient 

pas. Une fois l'ADN reconnu, deux grandes voies de signalisation peuvent être activées qui 
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déboucheront sur des réponses cellulaires différentes : l'une est une réponse 

transcriptionnelle qui conduit à l'expression de gènes pro-inflammatoires et d'interférons, 

l'autre est une cascade protéolytique qui conduit à l'assemblage de l'inflammasome, un 

complexe multiprotéique responsable de la secrétion d'interleukines (IL) par la cellule activée 

(Vilaysane and Muruve, 2009).  

 

1.  Récepteurs conduisant à l'activation de la transcription 

a TLR9 

Les Toll-like receptors ou TLR sont des récepteurs transmembranaires spécialisés dans la 

reconnaissance de nombreux PAMP comme la flagelline, le lipopolysaccharide ou les acides 

nucléiques des pathogènes. Ils peuvent être situés au niveau de la membrane plasmique ou 

de la membrane endosomale (Takeuchi and Akira, 2010). 

Parmi eux, TLR9 est spécialisé dans la reconnaissance de l'ADN bactérien, qui présente la 

particularité d'être hypométhylé au niveaux d'îlots CpG, l'ADN des eucaryotes étant lui 

fortement méthylé au niveau de ces séquences. Exprimé principalement par les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes, TLR9 est localisé dans le réticulum endoplasmique et est 

transloqué vers les endosomes lorsque de l'ADN est internalisé. L'acidification des 

endosomes et l'activation des protéases acides lysosomales conduit au clivage de TLR9 qui 

est alors actif (Figure 20). Sa fixation à des CpG conduit alors au recrutement de la protéine 

adaptatrice MyD88 (Myeloid differenciation primary response gene 88). Un complexe 

multiprotéique est alors formé, impliquant les kinases IRAK 1 et 4 (Interleukin-1 receptor 

associated kinase). IRAK1 conduit à la phosphorylation du facteur IRF7 (Interferon 

regulatory factor 7) qui est alors capable de gagner le noyau pour y activer la transcription 

des gènes des interférons de type I. IRAK4 conduit quand à elle à l'activation du facteur de 

transcription NFκB responsable de la transcription de gènes de cytokines pro-inflammatoires 

(Vilaysane and Muruve, 2009).  

Bien que TLR9 ait une forte affinité pour l'ADN bactérien hypométhylé, il est également 

capable de reconnaître l'ADN du soi. Sa localisation endosomale permett une régulation 

spatiale de son activation, il peut cependant être impliqué dans des maladies auto-

immunitaires comme le lupus érythémateux disséminé (Barrat et al., 2005). Son activation 

par l'ADN plasmidique utilisé pour le transfert de gènes in vivo peut également entraîner 

l'installation d'une réponse immunitaire contre le transgène, l'utilisation de plasmides ne 
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contenant pas d'îlots CpG permet donc de limiter ou d'empêcher son activation et d'obtenir 

une expression soutenue du transgène (Davies et al., 2012b). 

 

 

Figure 20 – Translocation, activation et voies de signalisation de TLR9 suite à l'internalisation d'ADN hypométhylé 

par une cellule (Vilaysane and Muruve, 2009). 

 

b ZBP1 

ZBP1 (Z-DNA binding protein 1) ou DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors) 

est une protéine cytosolique également impliquée dans la reconnaissance de l'ADN 

exogène. Découverte à l'origine dans le péritoine de souris porteuses d'ascites tumorales et 

caractérisée par sa capacité à lier la double hélice gauche de l'ADN Z, elle s'est rapidement 

avérée capable de lier la forme B de l'ADN (majoritaire dans les milieux physiologiques) et 

d'activer des voies de signalisation suite à cette liaison (Takaoka et al., 2007). Cette 

reconnaissance de l'ADN double brin est séquence-indépendante mais l'activation de ZBP1 

nécessite un fragment d'ADN supérieur à 100 paires de base. ZBP1 est capable de former 

un complexe avec le facteur IRF3 via la kinase TBK1 (Tank binding kinase 1), ce qui aboutit 

à la phosphorylation d'IRF3 et à la transcription des interférons de type I (Figure 21). 

L'expression de ZBP1 étant elle-même inductible par les interférons, une boucle 

d'amplification du signal puissante se met en place suite à la pénétration d'ADN exogène 

dans la cellule. ZBP1 active également le facteur NFκB via les protéines RIP1 et RIP3 

(Receptor interacting protein) (Vilaysane and Muruve, 2009). 
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Figure 21 – Reconnaissance de l'ADN exogène par ZBP1 et activation des voies de signalisation conduisant à la 

production d'interférons et de cytokines pro-inflammatoires (Vilaysane and Muruve, 2009) 

 

c DHX 

Des études ayant montré qu'une activation des interférons indépendante de TLR9 mais 

dépendante de MyD88 est possible dans des cellules stimulées par des CpG, deux protéines 

cytosoliques ont été indentifiées  comme responsables de cette activation dans des cellules 

dendritiques : DHX-9 et DHX-36 ([DExD/H] box helicase). Plus précisément, DHX-9 lie les 

CpG-B et active NFκB pour aboutir à la production de TNF (tumor necrosis factor) et d'IL-6 

alors que DHX-36 lie les CpG-A et active la production d'interférons de type I via IRF7. Ces 

deux protéines dépendent de MyD88 pour leur signalisation. MyD88 étant indispensable 

pour les réponses à l'ADN CpG, on peut le considérer comme la clé de voûte d'un système 

de détection de ce motif moléculaire dont le versant endosomal est constitué par TLR9 et le 

versant cytosolique par DHX-9 et DHX-36 (Kim et al., 2010b). 

 

d RIG-I et ARN polymérase III 

 

La protéine RIG-I est un sensor cytosolique de l'ARN simple brin porteur d'un groupement 

triphosphate en 5', une forme d'acide nucléique fréquemment retrouvée chez les virus.  Leur 

liaison entraîne la dimérisation de RIG-I et la formation d'un complexe multiprotéique avec, 

entre autres, la protéine IPS-1 (Interferon β promoter stimulator) insérée dans la membrane 

externe des mitochondries. L'activation du complexe entraîne la secrétion de cytokines pro-
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inflammatoires via NFκB et celle des interférons de type I via TBK1 et IRF3/IRF7 Figure 22) 

(Yoneyama and Fujita, 2009).  

Bien que RIG-I soit incapable de lier l'ADN double brin, il a été observé que l'introduction de 

poly(dAdT) dans des cellules entraîne le déclenchement d'une réponse dépendante de RIG-

I. Il s'est avéré que l'ARN polymérase III, normalement responsable de la transcription de 

petits ARN au niveau du noyau, est capable de transcrire dans le cytoplasme de l'ADN 

double brin porteur d'une extrémité 5'PPP, le ligand optimal de RIG-I. Ce sensor de l'ARN 

viral est donc indirectement un sensor de l'ADN double brin introduit dans le cytosol  

(Hornung and Latz, 2010). 

 

Figure 22 – Détection des acides nucléiques par RIG-I. Après sa liaison à de l'ARN simple brin, RIG-I se dimérise et 

forme un complexe avec IPS-1 au niveau des mitochondries pour activer les vois de signalisation en aval. De l'ADN double 

brin introduit dans le cytosol peut être transcrit par l'ARN polymérase III sous forme d'ARN simple brin 5'ppp capable 

d'activer RIG-I. Adapté d'après (Yoneyama and Fujita, 2009) 
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2.  Récepteurs conduisant à la formation d'un inflammasome 

a AIM2 

Bien que la plupart des voies de reconnaissance de l'ADN intracytosolique  aboutissent à la 

production de cytokines pro-inflammatoires via NFκB  et d'interférons via l'activation des IRF, 

il a également été observé que de l'ADNdb introduit dans des cellules entraîne la production 

d'interleukine 1β (IL-1β), capable d'induire l'inflammation, et d'IL-18 impliquée dans la mise 

en place de l'immunité à médiation cellulaire. Ces deux protéines sont généralement 

exprimées sous forme de pro-protéines qui sont clivées par la caspase-I suite à un stimulus, 

indiquant qu'une voie de signalisation radicalement différente de celle observée avec les 

sensors précédemments décrits est également en jeu.  La protéine AIM2 (Absent in 

myeloma 2) a été identifiée comme la responsable de cette activation. Elle est capable de 

reconnaître de l'ADN double brin cytosolique et de lier et activer la procaspase 1 via la 

protéine adaptatrice ASC (Apoptosis-related speck-like protein). Ce complexe multiprotéique, 

ou inflammasome (Figure 23), entraîne la maturation des interleukines 1β et 18 qui sont 

secrétées par la cellule ciblée. L'assemblage de l'inflammasome AIM2 peut conduire à la 

pyroptose, une forme de mort cellulaire programmée proche de l'apoptose mais impliquant la 

perte de l'intégrité membranaire de la cellule contrairement à cette dernière (Vilaysane and 

Muruve, 2009; Hornung and Latz, 2010) 

 

Figure 23 – Formation d'un inflammasome suite à la reconnaissance d'ADNdb par AIM2. AIM2 active la pro-caspase 1 

via la protéine ASC (Vilaysane and Muruve, 2009) 
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Cette description, non exhaustive, de quelques systèmes de reconnaissance de l'ADN 

exogène introduit dans des cellules de mammifère illustre leur redondance, et montre que 

l'ADN peut être utilisé comme un puissant activateur de l'immunité innée. Si cette propriété 

peut s'avérer délétère dans le cadre de la thérapie génique, conduisant à la perte de 

l'expression du transgène (Arruda et al., 2009), elle peut également être exploitée dans le 

cadre de la vaccination à ADN pour augmenter l'immunogénicité de l'antigène exprimé par 

les cellules ciblées.  

 

Cette description non exhaustive des voies de reconnaissance intracellulaires de l'ADN 

exogène est résumée dans la Figure 24.  

 

 

Figure 24 – Schéma de synthèse des voies de reconnaissance de l'ADN exogène par les cellules transfectées. Cercles 

bleus : ADN double brin non-CpG. Cercles rouges : ADN double brin CpG.  
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B.  Vaccination à ADN 

Cette partie des Généralités est liée à un travail collaboratif ayant fait l'objet d'une 

publication dans la revue Human gene therapy : Beilvert,F., Tissot,A., Langelot,M., Mevel,M., 

Chatin,B., Lair,D., Magnan,A., and Pitard,B. (2012). DNA/Amphiphilic Block Copolymer 

Nanospheres Reduce Asthmatic Response in a Mouse Model of Allergic Asthma. Hum. 

Gene Ther. 23, 597-608 (Beilvert et al., 2012).  

Les systèmes de reconnaissance des acides nucléiques exogènes constituent la première 

ligne de défense des cellules contre des parasites intracellulaires (virus, bactéries…). Leur 

capacité à induire une réponse adaptative efficace à médiation cellulaire a rapidement été 

envisagée pour le développement de nouveaux vaccins basés sur l'ADN. En effet, si les 

vaccins classiques sont généralement évalués sur leur capacité à induire l'expression 

d'anticorps ciblés contre un antigène donné, dans certaines situations la mise en place d'une 

immunité à médiation cellulaire apte à détruire des cellules infectées ou anormales est plus 

souhaitable. On observe justement, dans la mise en place des réactions immunitaires 

adaptatives consécutives à l'introduction d'ADN dans des cellules de mammifère, la 

génération de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques  et de lymphocytes auxilliaires TH1 

favorisant la réponse cellulaire. Cette réponse dépend en partie de l'activation de TLR9, mais 

surtout de l'activation de voies de signalisation impliquant TBK1, illustrant l'importance des 

systèmes de reconnaissance intracellulaire de l'ADN dans cette situation (Desmet and Ishii, 

2012).  

Dès 1993, il a été établi que l'injection intramusculaire chez la souris d'un plasmide encodant  

la nucléoprotéine du virus influenza  entraîne la production de la protéine, suivie de 

l'apparition d'anticorps et de lymphocytes cytotoxiques conférant une immunité antivirale aux 

souris traitées. L'avantage d'un tel système est que contrairement aux protéines de surface  

du virus habituellement utilisées dans les vaccins, la nucléoprotéine est très conservée et 

confère donc une immunité contre plusieurs souches de virus. Cette protéine, présentée 

dans les CMH (complexe majeur d'histocompatibilité) des cellules infectées, est en revanche 

masquée dans le virus mature, rendant l'immunité humorale inefficace contre cette cible. Le 

développement d'une réponse cellulaire dirigée directement contre les cellules infectées et 

donc un avantage non négligeable sur les vaccins sous-unitaires (Montgomery et al., 1993). 

Cependant, la dose de plasmide nécessaire à cette immunisation chez la souris (400 µg) 

rend cette technique difficile à transposer chez l'homme.  

En effet, des protocoles de vaccination à base d'ADN nu testés sur l'homme pour le 

traitement ou la prévention de pathologies variées (lymphome B, VIH-1, malaria…) ont 

permis la mise en place d'une réponse immunitaire spécifique mais insuffisante pour 
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conférer une protection aux patients traités, malgré les doses très importantes d'ADN mises 

en œuvre dans ces études (jusqu'à 2,5 mg par injection) (Boyer et al., 2000; Wang et al., 

2001; Timmerman et al., 2002)  Le développement de vecteurs efficaces permettant 

l'expression d'un antigène à un niveau suffisant pour entraîner la mise en place d'une 

réaction immunitaire a depuis permis de diminuer la dose d'ADN nécessaire  

Notre équipe a participé à un travail collaboratif sur le développement d'un protocole de 

vaccination à ADN contre un antigène modèle, la β-galactosidase, chez la souris. Le 704, un 

copolymère à blocs tétrabranché dont l'efficacité de transfert de gène a été montrée 

précédemment  (Pitard et al., 2004). L'utilisation de ce vecteur a permis de diminuer d'un 

facteur 50 la dose d'ADN codant nécessaire à l'obtention d'une réponse immunitaire efficace 

par rapport à de l'ADN nu, mais nécessite toutefois la présence d'une quantité non 

négligeable d'ADN non codant. Cet ADN, un plasmide dépourvu de séquences codantes 

eucaryotes mais porteur de motifs CpG, agit comme un adjuvant en stimulant les récepteurs 

intracellulaires des acides nucléiques pour conduire à la mise en place de la réponse. Il est 

également probable que ce plasmide adjuvant protège partiellement le plasmide codant de la 

dégradation lors de son trafic extracellulaire en saturant les nucléases présentes dans le 

milieu interstitiel. Ce système a permis l'inhibition in vivo chez la souris de la croissance de 

tumeurs hépatiques exprimant la β-gal, illustrant la mise en place d'une immunité 

anticancéreuse pouvant avantageusement être exploitée dans le développement de vaccins 

dirigés non pas contre des pathogènes mais contre des cellules du soi modifié (McIlroy et al., 

2009). Suite à ces travaux, un protocole de vaccination contre le carcinome hépatocellulaire 

chez la souris a été développé. Dans 80 % de ces cancers hépatiques, on observe une ré-

expression de l'AFP (alpha-foetoprotéine) normalement absente chez l'adulte. Cette protéine 

constitue donc une cible de choix pour le traitement de tels cancers par immunothérapie. De 

plus, elle constitue un bon marqueur pronostic de la récurrence de tumeurs après ablation. 

L'apparition de tumeurs a été induite chez des souris par injections de diéthylnitrosamine. 

Quatre et cinq mois après ce traitement, les souris ont reçu en injection intramusculaire 10 

µg de plasmide encodant l'AFP formulé au 704. Ceci a conduit au développement d'une 

réponse immunitaire à médiation cellulaire robuste et à la réduction du nombre et du volume 

des nodules tumoraux dans le foie des souris vaccinées. Ces résultats confirment la capacité 

copolymères à blocs amphiphiles à être utilisé comme adjuvants efficaces dans la 

formulation de vaccins à ADN basés sur de faibles doses de plasmide (Cany et al., 2011).  

Plus récemment, notre équipe a participé à une étude sur la diminution des symptômes de 

l'asthme allergique suite à la vaccination contre un antigène d'acarien effectuée au moyen 

d'un plasmide formulé au polymère 704. Ces travaux seront présentés dans le chapitre 3 

des résultats. 
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Chapitre 5 - Délivrance intracellulaire de protéines  

Cette partie des Généralités est liée à un travail collaboratif faisant l'objet d'une soumission 

dans la revue Biomaterials : Chatin,B. Mével,M., Lambert,O. and Pitard,B. Supramolecular 

assemblies for the intracellular delivery of proteins et qui sera détaillé dans le chapitre 4 

des résultats. 

 

Parallèlement aux acides nucléiques, les protéines constituent l'autre grande classe de 

macromolécules utilisées dans le champ des biothérapies. L'origine de leur utilisation 

remonte aux années 1920. Trente ans après la mise en évidence de la fonction 

hypoglycémiante du pancréas par O. Minkovski et J. von Mering, F. Banting isole du 

pancréas de chiens la protéine qui en est responsable : l'insuline. Rapidement, elle est 

testée sur l'homme : l'insuline de bœuf permet de traiter sept patients diabétiques (Banting et 

al., 1922). La production de masse par les laboratoires Eli Lilly l'année suivante fait 

rapidement passer le statut du diabète de type I de celui maladie mortelle à celui de 

pathologie chronique (Karamitsos, 2011). D'autres protéines d'origine humaine ou animale 

seront isolées et utilisées dans les décennies suivantes en médecine humaine comme 

l'hormone de croissance en 1956 (Blizzard, 2012). La résolution de la structure de l'insuline, 

première protéine à être séquencée, par F. Sanger en 1953 (Stretton, 2002), puis 

l'avènement de la biologie moléculaire dans les années 1970, ont amené à la 

commercialisation de la première insuline recombinante en 1982, évitant le recours à des 

produits animaux ou humains pouvant présenter des problèmes de sécurité. Aujourd'hui, 

plus de 120 protéines recombinantes sont autorisées en médecine humaine (Dingermann, 

2008). Leurs fonctions et leurs applications sont variées : on y trouve aussi bien des 

hormones comme l'érythropoïétine ou l'IGF-1 (Insulin-like growth factor 1), utilisées 

respectivement le traitement des anémies hypoplasiques et de certains retards de 

croissance (Eschbach et al., 1987; Fintini et al., 2009) que des enzymes comme la DNAse I 

ou la glucocérébrosidase, utilisées pour pallier à certains déficits génétiques (Fuchs et al., 

1994; Aviezer et al., 2009) ou des anticorps monoclonaux destinés au traitement de cancers 

ou de maladies auto-immunes, comme le Rituximab ou le Trastuzumab (Bange et al., 2001; 

Maloney, 2012). La plupart de ces protéines à usage thérapeutique visent des cibles 

extracellulaires, à quelques exceptions près. En effet, tout comme les acides nucléiques, la 

plupart des protéines ne peuvent pas franchir spontanément les membranes plasmiques du 

fait de leur masse et de leur charge électrique. Pourtant, la possibilité d'atteindre des cibles 

intracellulaires offrirait un champ d'application aussi vaste que celui des cibles 

extracellulaires, en offrant la possibilité d'étudier directement la fonction d'une protéine dans 



Généralités - Chapitre 5 

60 
 

un but de recherche, mais également d'activer ou d'inhiber des voies de signalisation,  de 

moduler l'expression génétique au moyen de facteurs de transcription, ou de bloquer des 

cibles intracellulaires au moyen d'anticorps. Des techniques destinées à délivrer des 

protéines au sein de cellules vivantes constituent donc un outil utile sur le plan de la 

recherche fondamentale et constitueraient à terme une nouvelle approche thérapeutique de 

certaines pathologies, offrant notamment une alternative à la thérapie génique dans les cas 

où l'expression d'un transgène n'est pas utile ou souhaitable sur une longue période.  

 

A.  Vecteurs pour la délivrance intracellulaire de protéines 

1.  Méthodes physiques 

a Micro-injection 

La micro-injection constitue la manière la plus directe de délivrer un composé dans le 

cytoplasme ou le noyau de cellules en culture. Applicable à tout type de molécule, elle 

permet notamment la délivrance de protéines pour des études fonctionnelles. Ainsi, 

l'injection dans des fibroblastes de rat d'anticorps bloquants dirigés contre le proto-oncogène 

c-fos (cellular FJB osteosarcoma virus-like oncogene) a permis de mettre en évidence son 

implication dans la régulation temporelle du cycle cellulaire (Riabowol et al., 1988). Des 

protéines naturellement présentes dans les cellules peuvent également être délivrées afin 

d'étudier leur mécanisme d'action : la délivrance par micro-injection de protéines RACKs 

(receptors for activated C-kinase) a été utilisée pour observer leur effet sur la translocation et 

l'activité de la PKC (Smith and Mochly-Rosen, 1992). Si elle est relativement simple à mettre 

en œuvre sur des cellules en culture, cette technique présente toutefois l'inconvénient de 

traiter les cellules une par une, empêchant sa mise en œuvre à l'échelle d'un tissu. Elle est 

en outre traumatisante pour les cellules, surtout lorsqu'il s'agit de cellules primaires ou 

fragiles : un taux de survie de 50% de neurones micro-injectés est ainsi considéré comme 

satisfaisant (Komarova et al., 2007). Cette technique est donc utile pour l'étude de la fonction 

d'une protéine sur un petit nombre de cellules mais est techniquement difficile à mettre en 

œuvre à l'échelle d'un tissu ou même à l'échelle d'une culture cellulaire conséquente. 
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b Electroporation 

Cette technique a été développée par E. Neumann au début des années 1980 pour palier au 

manque de vecteurs efficaces pour la délivrance d'acides nucléiques dans des cellules en 

culture. Des observations dans la décennie précédente ont montré que sous l'influence d'un 

champ électrique intense, les membranes biologiques peuvent être perméabilisées de façon 

transitoire. En se basant sur ces résultats, un protocole a été développé consistant à 

soumettre des cellules en culture à un champ électrique de 800 kV/m en présence d'ADN. 

Même si le rendement est faible (0,01 % de cellules transfectées), elle est considérée 

comme efficace par rapport aux techniques en usage à cette époque (Neumann et al., 

1982). Des améliorations concernant le milieu extracellulaire utilisé, la quantité d'ADN 

appliquée aux cellules et les caractéristiques des impulsions électriques ont permis 

d'augmenter considérablement la proportion de cellules transfectées, généralement de 15 à 

50%, toutefois la mortalité cellulaire causée par le choc électrique reste importante, de l'ordre 

de 50 à 90% (Guo et al., 2012). Cette technique a également été adaptée au transfert d'ADN 

dans des cellules procaryotes et est aujourd'hui rapidement répandue en routine dans les 

laboratoires pour  transformer des bactéries (Drury, 1994).  

Le mécanisme de l'électrotransfert est encore mal compris car il met en jeu des mécanismes 

très rapides difficiles à étudier, et plusieurs théories ont été proposées pour expliquer ce 

phénomène, mais toutes reposent sur la création, l'élargissement puis la fermeture de pores 

hydrophiles transitoires de 20 à 120 nm dans la membrane sous l'action du champ 

électrique. Il a été proposé que l'augmentation de la pression dans la membrane, due aux 

forces électrostatiques, provoque une transition de phase des phospholipides qui adoptent 

une structure non lamellaire conduisant à l'apparition des pores. Une autre théorie envisage 

l'existence permanente de nano-pores hydrophobes existant en permanence dans les 

bicouches lipidiques du fait des fluctuations thermiques des  phospholipides, qui seraient 

élargis par l'application du champ électrique et subiraient une transition vers des pores 

hydrophiles par ré-orientation des lipides (Ho and Mittal, 1996).  

Malgré cette compréhension limitée du phénomène, l'électroporation est aujourd'hui 

largement utilisée pour délivrer ADN ou siRNAs in vitro, et est également appliquée in situ 

pour la délivrance intramusculaire de gènes. La transfection des cellules n'ayant lieu qu'entre 

les électrodes, elle est difficile à mettre en œuvre à l'échelle d'un organe entier dans une 

optique remplacement de gène, mais est en revanche utile dans le domaine de la 

vaccination : plusieurs essais cliniques de phase I et II au cours des dernières années ont 

montré l'efficacité de cette technique pour des vaccins préventifs (VIH, papillomavirus, 

paludisme) ou curatifs (cancer de la prostate, hépatite C) (Sardesai and Weiner, 2011).  
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L'électroporation a également été appliquée à la délivrance de protéines dans des cellules 

en culture. La délivrance d'anticorps notamment a été utilisée pour étudier la fonction de leur 

cible intracellulaire, par exemple le domaine C-terminal du récepteur à l'insuline humain ou le 

transporteur du glucose Glut-1 (Campbell et al., 1995). Les limitations de la technique sont 

cependant les mêmes que dans le cas des acides nucléiques, à savoir une mortalité 

importante (50-75 %) et un rendement dépendant du type cellulaire mais généralement 

inférieur à 50 % (Yeo et al., 1994). La délivrance in vivo de protéines par électroporation est 

encore peu utilisée mais une stratégie basée sur des micro-électrodes a récemment permis 

la délivrance intracellulaire de BSA et d'ADN (Choi et al., 2012). 

 

2.  Internalisation spontanée 

Parallèlement aux méthodes physiques, des approches basées sur des processus existants 

dans les cellules ont été développées : certaines protéines d'origine animale, végétale, virale 

ou bactérienne ont en effet la capacité de traverser les différentes barrières cellulaires pour 

accéder au cytoplasme. Les mécanismes et les voies qu'elles empruntent ont été détournés 

pour mettre au point des systèmes de délivrance intracellulaire dont certains sont déjà 

utilisés en médecine humaine.  

 

a Immunotoxines 

Les immunotoxines, crées par le couplage d'un anticorps et d'une toxine, constituent un cas 

particulier de système de délivrance intracellulaire de protéines. Il se base sur la capacité 

qu'ont certaines toxines protéiques comme la ricine, la toxine diphtérique ou la shiga-toxine, 

dites AB-toxines, d'accéder au cytosol depuis le milieu extracellulaire. De telles protéines 

sont généralement composées de deux domaines : un domaine de liaison B qui permet 

l'attachement à la membrane et la translocation vers le cytosol, et un domaine catalytique A 

dont le rôle est de tuer la cellule en bloquant une cible intracellulaire.  

Le cas de la ricine a été particulièrement étudié : cette glycoprotéine issue de R. communis 

est capable de se lier à la surface des cellules de mammifère de façon non spécifique grâce 

à la fonction lectine de son domaine B qui reconnaît des résidus galactose à leur surface, 

puis est internalisé par endocytose. La toxine est dirigée vers l'appareil de Golgi par le 

transport rétrograde des endosomes, puis vers le réticulum endoplasmique (Figure 25). La 

ricine est alors capable d'accéder au cytosol via la protéine Sec61a du complexe de 

translocation des protéines (translocon), dont la fonction initiale est d'insérer dans le 
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réticulum endoplasmique les protéines en cours de traduction ou d'en extraire les protéines 

mal conformées pour les diriger vers le protéasome (Sandvig and van, 2000). Une fois libéré 

dans le cytosol, le domaine catalytique A de la ricine provoque la dépurination spécifique 

d'une adénine en position 4324 de l'ARN ribosomal 28S, conduisant à l'arrêt de la synthèse 

protéique et à la mort cellulaire (Endo and Tsurugi, 1987). La toxine diphtérique agit selon un 

schéma similaire malgré des différences dans la voie empruntée : une fois endocytée, elle 

est soumise à l'acidification des endosomes et est partiellement dénaturée. L'exposition de 

résidus hydrophobes normalement enfouis dans la structure de la protéine entraîne son 

insertion dans la membrane, où la chaîne B forme un canal qui facilite l'échappement 

endosomal de la chaîne catalytique A (Figure 25) (Falnes and Sandvig, 2000). Cette chaîne 

catalyse la ribosylation du facteur d'élongation 2 (eEF2), ce qui aboutit comme dans le cas 

de la ricine à la mort de la cellule par arrêt de la traduction des protéines (Holbourn et al., 

2006). 

La possibilité d'utiliser de telles toxines pour tuer spécifiquement des cellules a été exploitée 

dès les années 1970, en les couplant à des anticorps permettant le ciblage vers un type 

cellulaire particulier. La toxine diphtérique couplée chimiquement à des IgG de porcs 

immunisés contre le virus des oreillons a été utilisée pour lyser spécifiquement des cellules 

de singe infectées par ce virus (Moolten and Cooperband, 1970). Une décennie plus tard, il a 

été montré que le couplage de la chaîne catalytique A de la ricine à divers anticorps anti-IgG 

permet la lyse sélective de lymphocytes produisant les IgG ciblées, offrant la possibilité de 

traiter des lymphomes B par ce type d'immunotoxine (Krolick et al., 1980).  

Les immunotoxines sont aujourd'hui approuvées en médecine humaine, essentiellement 

dans le domaine de la cancérologie. Le DAB389IL-2, ou Denileukin diftitox, est une protéine 

de fusion combinant le domaine catalytique de la toxine diphtérique et l'interleukine-2 (IL2). 

Capable de se lier aux cellules exprimant le récepteur à l'IL-2, il est internalisé et la sous-

unité catalytique est libérée dans le cytosol des cellules ciblées. Autorisé par la FDA en 

1999, il est aujourd'hui utilisé dans le traitement de nombreux syndromes prolifératifs comme 

les lymphomes à cellules B ou T, ou les leucémies associées à une infection par le HTLV-1 

(human T-cell lymphotropic virus 1). Malgré des effets secondaires non négligeables 

(hypersensibilité aigüe et syndrome d'hyper-perméabilité vasculaire suite à l'injection) et 

l'apparition progressive chez les patients d'anticorps anti- DAB389IL-2, il donne des résultats 

satisfaisants (de 15 à 50 % de rémission complète suivant la pathologie traitée) et son 

utilisation pour d'autres pathologies (réaction du greffon contre l'hôte, psoriasis ou arthrite 

rhumatoïde) est aujourd'hui à l'étude (Manoukian and Hagemeister, 2009). A l'heure actuelle, 

une quarantaine d'immunotoxines sont engagées dans des essais cliniques de phase I à III 
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pour évaluer leur efficacité dans le traitement de lymphomes, de tumeurs solides et de 

maladies auto-immunes (Pastan et al., 2007; Madhumathi and Verma, 2012).  

Les immunotoxines sont des outils puissants mais malgré le greffage d'un anticorps qui 

permet le ciblage d'un type cellulaire particulier, la partie toxique de la molécule agit 

généralement sur des cibles ubiquitaires : cette relative absence de spécificité est en partie 

responsable de leurs effets secondaires. Une approche basée sur la délivrance 

intracellulaire de protéines humaines pro-apoptotiques, plus spécifiques, est à l'étude. Par 

exemple, une étude récente a montré que la fusion de la protéine pro-apoptotique Bax (Bcl-2 

associated X protein) avec le facteur BlyS (B-lymphocyte stimulator) provoque l'arrêt du 

cycle cellulaire et l'apoptose dans des lymphomes non hodgkiniens exprimant fortement le 

récepteur de BlyS. Si les résultats montrent que cette toxine chimérique accède au 

cytoplasme des cellules après la liaison de BlyS à ses récepteurs de surface, le mécanisme 

exact d'entrée n'est pas détaillé (Lyu et al., 2012a). Cette stratégie semble cependant 

prometteuse et d'autres toxines basées sur BlyS ont montré leur efficacité in vivo dans des 

études précliniques (Wen et al., 2011; Lyu et al., 2012b).  

 

 

Figure 25 - Voies d'accès au cytosol de différentes AB-toxines. La toxine (AB) se un récepteur de surfa ce (Y) via son 

domaine de liaison (B). Le domaine catalytique (A) est libéré dans le cytosol depuis les endosomes ou depuis le réticulum 

(ER) après un passage par le réseau transgolgien (TGN). (Falnes and Sandvig, 2000). 

 

En dehors du domaine de la cancérologie, il est possible d'utiliser la spécificité de certaines 

toxines pour un type cellulaire donné afin d'y délivrer des protéines de façon ciblée. Le 

domaine de liaison (non toxique) de la toxine tétanique, qui présente un tropisme pour les 

neurones, a été fusionné à la superoxyde-dismutase 1 (SOD-1) et injecté dans le liquide 

cérebrospinal de souris. Les résultats de cette étude ont montré que la protéine est délivrée 



Généralités - Chapitre 5 

65 
 

spécifiquement dans les neurones et conserve l'activité antioxydante de la SOD-1 (Benn et 

al., 2005). Le trafic intra et extracellulaire de la protéine n'est pas détaillé mais suit 

probablement celui de la toxine tétanique, à savoir une internalisation récepteur-dépendante 

et un trafic rétrograde via les endosomes vers le corps cellulaire (Lalli et al., 2003).  

 

b Domaines de transduction protéique 

Une autre stratégie pour la délivrance intracellulaire de protéines est basée sur l'utilisation de 

séquences peptidiques capables de traverser spontanément la membrane plasmique : les 

domaines de transduction protéiques (PTD) ou cell penetrating peptides (CPP). Ces 

séquences ont été mises en évidence il y a une vingtaine d'années, majoritairement dans 

des facteurs de transcription capables d'entrer dans des cellules pour y exercer leur action. 

En 1988, il est observé que la protéine TAT (Transcription transactivating protein) du VIH est 

capable d'entrer spontanément dans des cellules en culture, de s'accumuler dans le noyau 

et d'y activer le promoteur contenu dans le LTR (long terminal repeat) du VIH. Le fait que la 

chloroquine améliore l'entrée de la protéine dans les cellules suggère un mécanisme 

impliquant les endosomes (Frankel and Pabo, 1988). Trois ans plus tard une étude sur la 

protéine Antennapedia de la drosophile, impliquée dans la morphogénèse, montre que son 

domaine homeobox de 60 acides aminés est capable d'entrer spontanément dans des 

neurones en culture et de provoquer leur différenciation (Joliot et al., 1991), et conserve 

cette activité lorsqu'il est fusionné à un peptide exogène, en faisant un vecteur potentiel pour 

la délivrance de protéines (Perez et al., 1992). Rapidement, les séquences minimales 

responsables de ce phénomène ont été isolées. Il s'agit de peptides courts et riches en 

acides aminés basiques, positivement chargés à pH physiologique : RQIKIYFQNRRMKWKK 

pour le facteur Antennapedia, YGRKKRRQRRR (TatP) pour la protéine TAT. De nombreux 

autres peptides présentant cette propriété ont été mis en évidence dans les années 

suivantes, dérivés de protéines existantes ou totalement synthétiques comme un simple 

peptide polyarginine (Arg8) (Heitz et al., 2009). 

La capacité de ces séquences à accéder au cytosol a été mise à profit pour délivrer de 

nombreux types de macromolécules in vitro comme in vivo. La fusion de PTDs issus de la 

protéine VP22 du virus de l'herpès avec des protéines cargo a permis la délivrance in vitro 

de protéines rapportrices de taille nettement plus importante que le PTD lui-même (GFP, β-

Gal, HSV-TK) (Ford et al., 2001). Plus intéressant, l'injection intrapéritonéale chez la souris 

d'une protéine de fusion TatP-β-Gal conduit à l'accumulation de la protéine dans de 

nombreux tissus, dont le foie, les poumons, les reins et le muscle cardiaque, et également 

dans le système nerveux central, montrant la capacité de ce système à franchir la barrière 
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hémato-encéphalique (Schwarze et al., 1999). Les propriétés de ces peptides ont également 

été utilisées pour la délivrance de facteurs de transcription afin d'obtenir des cellules 

souches pluripotentes induites (iPSc). Ces cellules sont obtenues à partir de cellules adultes 

par transfection de facteurs de transcription spécifiques qui les ramènent à un état de 

différenciation proche de cellules souches embryonnaires. Les gènes codant ces facteurs 

ont tendance à s'intégrer dans le génome des cellules traitées, interdisant leur utilisation 

chez l'Homme dans des thérapies de remplacement cellulaire : la possibilité d'introduire ces 

facteurs dans les cellules directement sous forme protéique est donc un enjeu majeur dans 

le domaine des iPSc. L'équipe de K.S. Kim a montré que la fusion des facteurs Oct3/4, Sox2, 

Klf-4 et c-Myc avec un peptide composé de neuf arginines permet leur délivrance dans des 

fibroblastes humains en culture. Ces facteurs s'accumulent dans le noyau des cellules 

traitées et permettent l'induction de la pluripotence, avec toutefois un rendement faible 

(0,001 %) et une toxicité non négligeable, démontrant la possibilité de reprogrammer des 

cellules somatiques sans intervention génomique (Kim et al., 2009).  

Le mode d'action de cette nouvelle classe de vecteurs est encore mal compris. La charge 

positive de ces peptides leur permet d'interagir avec la membrane des cellules ciblées, et 

dans le cas de TatP le rôle des protéoglycanes dans l'attachement à la membrane semble 

essentiel. Par ailleurs, cette charge positive semble être l'élément clé du processus 

d'internalisation puisque les peptides issus de TAT et d'Antennapedia apparaissent 

déstructurés et que l'introduction de prolines dans leurs séquences, qui provoquent des 

courbures de la chaîne peptidique, n'a pas d'influence sur leur capacité à entrer dans les 

cellules (Schwarze et al., 2000), indiquant que les propriétés physicochimiques de ces 

peptides sont plus importantes que leur structure tridimensionnelle pour leur fonction. Les 

premières études sur les PTD ont suggéré une entrée directe dans le cytosol par 

perturbation de la membrane plasmique : la charge positive de ces peptides leur permet 

d'interagir avec les phospholipides négativement chargés de la membrane et d'induire la 

formation de micelles inverses ou de pores hydrophiles. Ce modèle n'est toutefois pas 

satisfaisant pour expliquer l'internalisation de PTD couplés à des protéines de masse 

importante comme la β-Gal (Lundberg and Langel, 2003). Plus récemment, de nombreuses 

études ont mis en évidence l'importance de l'endocytose dans le processus d'internalisation 

de conjugués PTD-protéine cargo : il semble que si l'entrée directe dans le cytosol est 

possible, elle  n'intervient que pour des concentrations de peptide importantes au niveau de 

la membrane plasmique (jusqu'à 10 µM) et ne permet pas d'expliquer l'entrée de peptides 

conjugués à TatP dans des cellules à des concentrations nettement inférieures (5 nM). Les 

voies d'endocytose en jeu dans le processus d'internalisation de ces complexes sont 

discutées et les différentes études sur le sujet ne permettent pas de trancher entre 
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macropinocytose, endocytose clathrine-dépendante ou endocytose cavéole-dépendante. Il 

est probable que les voies d'entrée soient dépendantes de la nature du PTD, de son cargo et 

du type cellulaire ciblé, et que plusieurs voies d'entrée coexistent pour un même PTD. Dans 

le cas de TatP cependant, il semble que la macropinocytose soit la voie principale 

d'internalisation : le suivi par microscopie confocale de peptides TatP couplés à des quantum 

dots (QD) a montré que la liaison du peptide aux protéoglycanes de surface de cellules HeLa 

provoque le recrutement et l'activation de la protéine Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin 

substrate 1) qui induit une réorganisation du réseau d'actine sous-membranaire conduisant à 

l'internalisation de TatP dans une vésicule de macropinocytose (Suzuki, 2012). L'entrée dans 

la cellule par endocytose implique que ces vecteurs sont capables de promouvoir 

l'échappement endosomal afin d'accéder au cytosol. Là encore, plusieurs modalités 

semblent entrer en jeu selon le peptide considéré. Dans le cas de la sous-unité HA2 de la 

protéine HA (hémagglutinine) du virus influenza, la protonation des acides glutamique et 

aspartique lors de l'acidification de l'endosome provoque un changement de conformation 

vers une structure en hélice hydrophobe capable de s'insérer dans la membrane et de la 

déstabiliser (El Sayed et al., 2009; Varkouhi et al., 2011). Le cas de TatP est sujet à 

controverse : si les premières études ont montré qu'il est capable de franchir la barrière 

endosomale, des études récentes ont suggéré que cet effet est en réalité un artefact de 

fixation et que l'utilisation d'agents lysomotropiques comme la chloroquine est nécessaire 

pour promouvoir cette étape essentielle dans la transduction du peptide et de son cargo 

(Caron et al., 2004; Chauhan et al., 2007).  

 

Figure 26 – Mécanisme de délivrance intracellulaire d'une protéine exogène couplée à un PTD. (a) Attachement à la 

membrane par interaction électrostatique. (b) Passage de la membrane plasmique (hypothèse d'une délivrance directe dans le 

cytosol) ou passage de la membrane endosomale dans le cas d'un mécanisme d'entrée par endocytose. (c) Repliement de la 

protéine exogène sous sa conformation active par les chaperonnes intracellulaires (Schwarze et al., 2000). 
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Il a été observé que le processus d'internalisation médié par les PTD implique la 

dénaturation de la protéine cargo, probablement lors du passage dans l'environnement 

hydrophobe de la membrane dans le cas d'une délivrance directe ou bien suite à 

l'acidification des endosomes dans le cas d'une entrée par endocytose. La protéine cargo 

doit donc être repliée sous sa conformation active par les chaperonnes présentes dans le 

cytosol (Figure 26). Cette étape paraît être un des facteurs limitants du processus de 

délivrance : si l'incubation d'une protéine de fusion TatP-GFP avec des cellules en culture 

conduit à l'internalisation d'une quantité importante de GFP dans le cytosol, une fraction 

seulement de celle-ci est sous sa forme active (fluorescente), le reste étant dénaturé 

(Bonifaci et al., 1995; Schwarze et al., 2000). 

Si les PTD présentent un grand intérêt dans le domaine de la délivrance intracellulaire de 

protéines, ils peuvent également être couplés à d'autres types de cargos comme des siRNAs 

ou des oligonucléotides antisens (van den Berg and Dowdy, 2011). Il a également été 

montré que ces peptides sont capables de délivrer des plasmides de masse moléculaire 

importante in vitro et in vivo : le couplage du domaine de transduction du facteur de 

transcription humain Hph1 avec le domaine de liaison à l'ADN du facteur GAL4 de la levure a 

permis la transfection de cellules en culture avec une efficacité comparable à celle de la 

Lipofectamine, mais également le tissu pulmonaire après instillation intranasale chez la 

souris (Kim et al., 2010a).  

 

c Virus recombinants 

Les PTD, souvent issus de protéines virales, permettent la délivrance de protéines et 

d'autres composés dans des cellules vivantes. Toutefois, leur efficacité est limitée par leur 

faible échappement endosomal. Une stratégie proche est basée sur l'utilisation de pseudo-

particules virales (VLP) qui combinent les capacités d'internalisation et d'échappement 

endosomal des virus. Il a  été montré que la fusion d'une protéine cargo avec un mutant de 

la protéine Nef du VIH-1 permet son incorporation dans l'enveloppe de particules virales 

vides. Le traitement de cellules en culture avec ces VLP recombinantes a permis la 

délivrance de GFP dans des cellules en culture, mais également de la protéine HSV-TK sous 

forme fonctionnelle, montrant que la protéine cargo est effectivement délivrée dans le cytosol 

des cellules traitées (Peretti et al., 2005; Muratori et al., 2010). La présence potentielle de 

transcriptase inverse et d'intégrase dans ces VLP issues de lentivirus amenant un risque de 

mutagénèse dans les cellules traitées par ce système a amené à la mise au point de VLP 

dérivées de virus aviaires ne contenant pas ces enzymes. Ces VLP aviaires ont été utilisées 

pour délivrer la caspase-8 et la CRE-recombinase sous forme active dans des cellules en 
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culture de manière efficace et de façon ciblée. Il est à noter que la même étude n'a pas pu 

mettre en évidence la délivrance de la CRE-recombinase par le peptide TatP, probablement 

à cause de l'échappement endosomal limité de ce système de délivrance (Kaczmarczyk et 

al., 2011). Malgré leur efficacité, ces systèmes basés sur les VLP présentent l'inconvénient 

d'être complexes à mettre en œuvre car ils nécessitent la fusion du gène de la protéine 

cargo avec celui d'une protéine virale pouvant résulter dans une perte de fonction de la 

protéine cargo, suivie de l'assemblage des VLP dans des cellules productrices puis de leur 

purification. De plus, comme dans le cas de la délivrance d'acides nucléiques par les 

vecteurs viraux, la taille du cargo est ici limitée : les VLP dérivées du VIH-1 peuvent prendre 

en charge une protéine de 630 acides aminée au maximum, ce qui correspond à environ 70 

kDa (Muratori et al., 2010) et limite donc le champ d'application de ces systèmes de 

délivrance.  

 

3.  Vecteurs synthétiques 

Parallèlement aux méthodes physiques et aux techniques reposant sur l'internalisation 

spontanée de certaines protéines, des vecteurs synthétiques ont été développés pour la 

délivrance intracellulaire de protéines. Ceux-ci sont inspirés des vecteurs pour la délivrance 

d'acides nucléiques qui ont été développés depuis la fin des années 1980 et reposent 

généralement sur les mêmes composés, avec des mécanismes d'action similaires.  

 

a Polymères 

Les copolymères à blocs amphiphiles non ioniques, dont l'utilisation comme vecteurs pour la 

délivrance d'acides nucléiques a été détaillée précédemment, peuvent être utilisés comme 

agents pour la délivrance intracellulaire de protéines. L'équipe de A. Kabanov a travaillé à la 

mise au point de méthodes de couplage de Pluronics avec une protéine modèle, la HRP 

(horse radish peroxidase) via une liaison chimique. Leurs observations ont montré que la 

HRP conjuguée au P85 ou au L81 s'accumule dans des cellules en culture quatre à cinq fois 

plus efficacement que la HRP libre. Le mode d'action de ce système n'est pas détaillé, 

cependant la longueur du bloc hydrophobe joue une importance cruciale puisque le P85 et le 

L81 (40 unités PPO) sont nettement plus efficaces que le L121 et le P123 (70 unités PPO), 

la longueur des blocs hydrophiles ayant peu d'influence. Ceci suggère un mode d'action 

indépendant de l'insertion de la partie hydrophobe du polymère dans la membrane 

plasmique (Yi et al., 2008). Ces résultats ont conduit la même équipe à délivrer des 
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protéines ayant un effet fonctionnel afin d'évaluer le potentiel thérapeutique de ce système. 

La conjugaison de la SOD-1 avec le P85 ou le L81 a permis sa délivrance dans des 

neurones en culture sans signe de toxicité apparente, et l'enzyme y exerce son activité 

antioxydante. Cette approche pourrait être utilisée dans le traitement de l'hypertension 

induite par l'angiotensine II (dont les voies de signalisation intra-neuronales impliquent l'ion 

superoxyde O2
-) et plus généralement dans l'approche de pathologies liées à un stress 

oxydatif excessif (Yi et al., 2010). De tels conjugués Pluronics-protéines sont également 

actifs in vivo. Il a notamment été montré que le couplage de la leptine (hormone régulant la 

sensation de satiété) au P85 permet sa délivrance dans le système nerveux central après 

passage de la barrière hémato-encéphalique. S'il ne s'agit pas dans ce cas précis de 

délivrance intracellulaire stricto-sensu, puisque le récepteur de la leptine est situé à la 

surface des neurones ciblés, la traversée de la barrière hémato-encéphalique s'effectue par 

transcytose et implique donc l'entrée du conjugué P85-leptine dans les cellules qui la 

constituent avant d'être relargué dans le milieu interstitiel du tissu nerveux. L'injection 

intraveineuse de ce composé permet de réduire efficacement la prise alimentaire des 

animaux traités, montrant que la leptine est délivrée sous forme active au niveau de son 

récepteur (Banks et al., 2011). D'autres polymères aux propriétés proches des Pluronics 

peuvent également être utilisés pour la délivrance intracellulaire de protéines, comme des 

copolymères à blocs de poly(2-oxazoline) (Tong et al., 2010).  

Ces approches basées sur les copolymères à blocs amphiphiles, composés non ioniques 

par définition et donc incapables de former des liaisons électrostatiques fortes avec la 

protéine cargo, reposent sur la création de liaisons covalentes entre le polymère et la 

protéine, ce qui peut empêcher leur application à certaines protéines sensibles à la 

dénaturation ou aux modifications chimiques. Une méthode permettant la délivrance d'une 

protéine cationique, la RNAse A, à l'aide de Pluronics sans couplage à la protéine a été 

proposée : elle repose sur le polymère F127 chimiquement couplé à de l'héparine. La forte 

charge négative de l'héparine lui permet d'établir des liaisons électrostatiques avec la 

RNAse A. Le complexe F127-héparine : RNAse A est soluble à 4°C mais forme 

spontanément des assemblages supramoléculaires (nanogels) à 37°C par déshydratation et 

assemblage des blocs de PPO du F127. De tels nanogels ont une taille de l'ordre de 100 nm 

compatible avec une entrée par endocytose et ont permis de délivrer la RNAse A sous forme 

active dans des cellules HeLa. La mort des cellules ciblées, induite par la dégradation des 

ARN cytosoliques et nucléaires fait de ce nanogel un potentiel agent anticancéreux (Choi et 

al., 2010) 

Une approche prometteuse basée sur des polyamidoamines a permis la délivrance d'une 

protéine modèle, l'albumine sérique humaine (HSA), in vitro dans des cellules intestinales 



Généralités - Chapitre 5 

71 
 

sécrétrices de mucus, un type de cellules habituellement difficiles à cibler. Les 

polyamidoamines sont des polymères cationiques capables de former un complexe 

supramoléculaire avec des composés anioniques, et elles ont été utilisées auparavant pour 

la délivrance de drogues, d'acides nucléiques et de protéines . Elles possèdent des amines 

tertiaires protonables qui leur permettent de favoriser l'échappement endosomal après 

endocytose des complexes par un mécanisme d'éponge à protons. Leurs propriétés les 

rapprochent donc de polymères cationiques plus couramment utilisés comme le PEI, tout en 

étant biodégradables et peu toxiques. L'originalité de cette étude tient en l'utilisation d'une 

polyamidoamine riche en ponts disulfure qui remplissent deux fonctions : ils permettent d'une 

part un temps de résidence prolongé des complexes au niveau de la couche de mucus 

entourant les cellules ciblées par la création de liaisons avec les groupements thiols et les 

ponts disulfure présents en grande quantité dans le mucus, favorisant ainsi leur contact avec 

les cellules et leur internalisation, et permettent d'autre part une dissociation efficace des 

complexe une fois situés dans le milieu intracellulaire réducteur. De tels composés 

permettent d'envisager la délivrance intracellulaire de protéines in vivo au niveau des 

muqueuses digestives, voir pulmonaires (Cohen et al., 2012).  

Si la plupart des systèmes de délivrance intracellulaire de macromolécules ont pour but de 

véhiculer leur cargo jusqu'au cytosol et sont donc conçus pour favoriser l'échappement 

endosomal, il peut être dans certains cas utile de vectoriser une protéine vers les lysosomes, 

notamment dans pour le traitement des déficits en enzymes lysosomales. Une étude récente 

a montré qu'un polysaccharide modifié, le triméthyl-chitosan (TMC), forme des complexes 

positivement chargés de 200 nm de diamètre avec l'alpha-galactosidase (α-gal), l'enzyme 

déficiente dans la maladie de Fabry. Ces complexes sont endocytés et subissent 

l'acidification des endosomes. Le pouvoir tampon du TMC est insuffisant pour provoquer 

l'échappement endosomal par effet d'éponge à protons et ils sont donc dirigés vers les 

lysosomes. L'abaissement du pH amène en revanche l'α-gal à l'électroneutralité et stabilise 

sa structure, ce qui provoque la dissociation du complexe et le relargage de l'enzyme sous 

forme active dans le compartiment lysosomal (Giannotti et al., 2011). Une telle approche est 

prometteuse dans le traitement de la maladie de Fabry, qui repose à l'heure actuelle sur 

l'injection intraveineuse d'α-gal en quantité importante entraînant l'apparition d'anticorps anti- 

α-gal et occasionnant un coût de traitement élevé, et pourrait être appliqué à d'autre déficits 

en enzymes lysosomales (Schiffmann and Brady, 2006) 
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b Vecteurs lipidiques 

La plupart des vecteurs dédiés à la délivrance intracellulaire de protéines sont inspirés de 

ceux développés à l'origine pour le transfert d'acides nucléiques. Cependant, dans le 

domaine des vecteurs lipidiques, les premières macromolécules cargos ont été des 

protéines. En effet, si les premiers rapports concernant la délivrance d'acides nucléiques par 

des vésicules lipidiques remontent à la fin des années 1970 (Dimitriadis, 1978; Wilson et al., 

1979; Fraley et al., 1980), des équipes se sont intéressées dès le début de la décennie à 

l'encapsulation d'enzymes. En 1971, l'équipe de B. Ryman a décrit la formulation d'une 

protéine modèle, l'albumine sérique humaine, et d'une enzyme, l'amyloglucosidase, avec des 

vésicules de lécithine:cholestérol:dicétyl phosphate. Le but de cette étude n'était pas de 

délivrer l'enzyme au sein de cellules vivantes mais d'améliorer sa biodistribution suite à une 

injection intraveineuse pour le traitement de déficits enzymatiques liés au métabolisme du 

glycogène. Les formulations proposées permettent une encapsulation de 5 à 10 % de la 

quantité initiale de protéine dans des vésicules multilamellaires et bien que cette étude ne 

comporte aucune donnée biologique, elle semble être une des premières à envisager la 

délivrance de protéines au moyen de vecteurs lipidiques (Gregoriadis et al., 1971). Peu 

après, l'équipe de K. Cherian a étudié l'interaction de liposomes cationiques de 

sphingomyéline:cholestérol:stéarylamine contenant l'enzyme HRP avec des cellules HeLa en 

culture. Leurs observations montrent que les liposomes augmentent d'un facteur 300 

l'internalisation de la protéine par rapport à sa forme libre. Cependant, la protéine délivrée 

par ce vecteur n'est pas répartie dans le cytosol mais contenue dans des structures 

membranaires, indiquant soit un défaut d'échappement endosomal, soit un défaut de 

dissociation des liposomes (Magee et al., 1974). C'est dans la décennie suivante que la 

délivrance d'une protéine dans le cytosol de cellules en culture au moyen d'un vecteur 

lipidique sera rapportée. Reisine et al. ont utilisé des phospholiposomes pour introduire une 

protéine de 10kDa, l'inhibiteur de la protéine kinase A (PKI), dans des cellules de tumeur 

pituitaire AtT-20. Pour favoriser l'interaction de ces liposomes ave les cellules AtT-20 

exprimant N-CAM (Neural cell adhesion molecule), les cellules ont été incubées avec un 

anticorps anti-N-CAM et les liposomes, après encapsulation du PKI, ont été chimiquement 

couplés à la protéine A de S. aureus capable de se lier fortement au fragment Fc des 

immunoglobulines. L'internalisation de tels complexes liés à des protéines de surface repose 

probablement sur une endocytose récepteur-dépendante. Le PKI délivré de cette manière a 

permis de bloquer la sécrétion d'hormone adrénocorticotrope (ACTH) induite dans ces 

cellules par l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc), indiquant que ce système est 

capable de délivrer la protéine cargo dans le cytosol des cellules traitées, entraînant 

l'inhibition de la PKA responsable de la sécrétion d'ACTH (Reisine et al., 1985; Reisine et al., 
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1986). Malgré son efficacité, la complexité de ce système et l'impossibilité de le transposer à 

des applications in vivo ont probablement limité son développement ultérieur.  

Les lipides cationiques développés à la fin des années 1980 ont permis une rupture dans le 

domaine de la vectorisation d'acides nucléiques (Felgner et al., 1987) et ont rapidement été 

mis à profit dans le domaine de la délivrance intracellulaire de protéines, en permettant de se 

passer des systèmes complexes d'attachement aux cellules développés précédemment. Des 

liposomes de DOTMA ont été utilisés pour délivrer dans des cellules en culture un fragment 

de 149 résidus du récepteur aux glucocorticoïdes possédant une activité de facteur de 

transcription. Après 30 minutes d'exposition, la protéine est localisée dans les noyaux de 

20 % des cellules traitées. Si seulement 0,2 % de la quantité initiale de protéine (125 µg) est 

effectivement internalisée en utilisant ce système, ceci est suffisant pour activer la 

transcription d'un plasmide rapporteur délivré simultanément ou séparément dans les 

cellules par le même système de vectorisation. Ces résultats indiquent que le facteur de 

transcription atteint le cytosol puis le noyau où il exerce son activité. Il n'est cependant pas 

certain que la DOTMA seule puisse promouvoir l'échappement endosomal des complexes 

puisque ces expériences ont été réalisées en présence de chloroquine. Étonnamment, des 

liposomes de DOTMA:DOPE particulièrement efficaces dans le cas de la délivrance d'acides 

nucléiques se sont avérés nettement moins performants que la DOTMA seule pour délivrer 

le facteur de transcription, indiquant que les paramètres de formulation optimaux établis pour 

les acides nucléiques ne sont pas transposables à la délivrance de protéines (Debs et al., 

1990). A la même époque, la découverte des PTD et de leur capacité à transporter des 

protéines jusqu'au cytosol de cellules vivantes semble avoir éclipsé le potentiel des lipides 

cationiques dans ce domaine, et il faudra une dizaine d'années pour que de nombreux 

groupes de recherche se consacrent à la mise au point de formulations lipidiques pour la 

vectorisation de protéines. 

L'équipe de C. Férec a décrit en 2000 la délivrance intracellulaire de β-gal dans des cellules 

primaires pulmonaires de souris par le GLB73 (Figure 27), un phosphonolipide cationique 

initialement développé pour le transfert de gènes. Plus intéressant, l'administration 

intratrachéale de β-gal formulée au GLB73 chez la souris a conduit à la délivrance de 

l'enzyme dans le cytoplasme des cellules de l'épithélium bronchique, son activité y étant 

détectable quatre jours après le traitement. Des observations en microscopie électronique 

ont montré que la protéine et le lipide forment un complexe multilamellaire peu condensé, 

probablement par le biais d'interactions électrostatiques. Il est à noter que le GLB43, un 

composé différent du GLB73 par la longueur de sa chaîne hydrocarbonée et la présence 

d'une insaturation (Figure 27) et inefficace pour le transfert de gènes, s'est également avéré 

incapable de délivrer la β-gal dans les poumons, illustrant l'importance cruciale des 
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propriétes physicochimiques du vecteur pour la délivrance intracellulaire de protéines 

comme d'acides nucléiques (Guillaume et al., 2000).  

 

 

Figure 27 – Structure générale des phosphonolipides cationiques GLB43 (R = C18:1 ; R1 = CH
3
 ; X

-
 = I) et 

GLB73 (R = C14:0 ; R1 = CH
3
 ; X

-
 = I) (Guillaume et al., 2000) 

 

L'équipe de J.P. Behr a mis au point un système de délivrance intracellulaire de protéines 

anioniques basé sur la DOGS, précédemment développée par le même groupe pour le 

transfert d'acides nucléiques (Behr et al., 1989). Cette formulation a permis la délivrance de 

divers types de protéines dont des anticorps et des enzymes. Cette étude suggère que 

l'adhésion des complexes lipide cationique/protéine aux cellules se fait via une liaison aux 

syndécans, des protéines porteuses de glycosaminoglycanes situées dans des régions 

riches en cholestérol de la membrane, puisque la déplétion des cellules en cholestérol par 

un traitement à la cyclodextrine inhibe la délivrance des protéines par ce système. Au vu de 

ces résultats, il est également probable que l'internalisation de tels complexes se fasse par 

endocytose cavéole-dépendante puisque les cavéoles sont également situées au niveau de 

radeaux lipidiques riches en cholestérol. Les auteurs se sont attachés à l'étude des 

paramètres optimaux de formulation des complexes lipide cationique/protéine. Dans le cas 

de la délivrance intracellulaire d'acides nucléiques, le paramètre clé est le rapport de 

charge +/- entre les charges positives du lipide cationique et les charges négatives portées 

par les phosphates de l'acide nucléique, généralement situé entre 2 et 5 dans le cas de la 

transfection d'ADN plasmidique. Dans le cas de la délivrance de protéines avec la DOGS, 

les formulations optimales ne permettent pas de mettre en évidence un rapport de charge 

optimal mais plutôt un rapport de surface optimal (Figure 28) correspondant à environ 5 

molécules de DOGS par nm² de surface de protéine, suggérant que dans ce cas la formation 

du complexe se fait par "recouvrement" de la protéine par le lipide cationique (Dalkara et al., 

2004). 
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Figure 28 – Propriétés physicochimiques de protéines anioniques et de leurs formulations optimales avec la DOGS 

(Dalkara et al., 2004) 

 

Le groupe de P.L. Felgner a décrit l'utilisation d'un lipide cationique, le DODAPL 

(Dioctadélylaminopropylamine-lysine) pour délivrer dans de nombreux types cellulaires des 

protéines fonctionnelles pro-poptotiques (caspases, granzyme B, cytochrome C). L'avantage 

de ces protéines est qu'elles permettent d'établir de façon non ambigüe sur leur délivrance 

sous forme active dans le cytosol, contrairement à des protéines rapportrices fluorescentes 

qui peuvent être présentes dans le cytosol mais mal conformées, ou des enzymes dont le 

dosage a posteriori ne permet pas de préciser la localisation intracellulaire. Le DODAPL 

couplé à la DOPE s'est avéré un vecteur puissant capable de délivrer dans des cellules en 

culture des protéines pro-apoptotiques et d'y induire la mort des cellules. Il est intéressant de 

noter que ce système peut être appliqué à des protéines négativement chargées, 

susceptibles de former un complexe avec le lipide cationique, mais également des protéines 

positives puisque le granzyme B, porteur d'une charge de + 16 à pH = 7. Les auteurs 

attribuent cet effet à la présence de régions hydrophobes dans la structure du granzyme B, 

permettant l'association de cette protéine avec les lipides malgré leurs charges de même 

signe. A l'inverse, le DODAPL:DOPE s'est avéré incapable de transporter dans les cellules 

traitées le cytochrome C, porteur d'une charge positive mais dénué de régions hydrophobes. 

Ces travaux illustrent bien l'importance des propriétés physicochimiques des protéines 

cargo, en plus de celles du vecteur, dans l'efficacité d'un tel système de délivrance (Zelphati 

et al., 2001). 

Les lipides cationiques s'avérant être des vecteurs efficaces à la fois pour la vectorisation 

d'acides nucléiques et de protéines, des groupes de recherche ont étudié la possibilité de 

délivrer ces deux types de macromolécules conjointement afin d'obtenir une synergie dans 

leurs effets sur les cellules ciblées. La capacité des papillomavirus humain  (HPV) à induire 

des cancers cervicaux est en partie due à la capacité de leur oncoprotéine E6 à neutraliser 

la protéine pro-apoptotique p53 dans les cellules qu'ils infectent. La délivrance par une 

formulation commerciale de lipide cationique (HiPerFect) dans des cellules de cancer 

cervical d'un siRNA ciblant E6 et d'un anticorps neutralisant dirigé contre cette même 
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protéine a permis d'obtenir l'arrêt de la prolifération des cellules ciblées de manière plus 

efficace qu'avec la délivrance du siRNA seul ou de l'anticorps seul, montrant un effet 

synergique entre le blocage de l'oncoprotéine E6 par l'anticorps et l'inhibition de sa synthèse 

par le siRNA. Dans cette étude, la formation des complexes était obtenue en ajoutant le 

siRNA au mélange lipide cationique/protéine. Il est intéressant de noter que la délivrance de 

l'anticorps était augmentée par la présence dans la formulation d'un peptide dimérisable 

comportant la séquence de l'épitope reconnu par l'anticorps, suggérant que la réticulation 

des anticorps par ce peptide conduit à la formation d'un complexe plus efficace (Courtete et 

al., 2007). Un système similaire a permis l'induction de l'apoptose dans des cellules de 

mélanome B16(F10) par délivrance d'un peptide pro-apoptotique et d'un 

oligodésoxynucléotide antisens dirigé contre la protéine anti-apoptotique Bcl-2 au moyen de 

liposomes de DOTAP:DOPE. Dans ce cas précis, la charge positive nette du peptide délivré 

(D-(KLAKLAK)2) ne permettant pas la formation d'un complexe directement avec le lipide 

cationique, la formulation du système a été effectuée de façon séquentielle. Dans un premier 

temps, le peptide a été formulé avec l'oligonucléotide afin de former un complexe 

négativement chargé. Une solution de ces complexes a été utilisée pour réhydrater un film 

de DOTAP:DOPE, conduisant à leur encapsulation dans les liposomes cationiques ainsi 

formés. Ces liposomes se sont avérés capables de restaurer l'activité des caspases 3 et 7 

dans les cellules ciblées et d'y induire l'apoptose. Plus intéressant, ces complexes injectés 

dans des tumeurs B16(F10) greffées en sous-cutané chez la souris ont permis d'obtenir une 

diminution de la croissance de ces tumeurs associés avec une apoptose importante des 

cellules tumorales (Ko et al., 2009).  

Malgré le potentiel important des lipides cationiques pour la délivrance intracellulaire de 

protéines, il existe peu de données concernant les propriétés physicochimiques des 

complexes lipide cationique/protéine. Il a pourtant été observé dans le cas de la vectorisation 

d'acides nucléiques que ces propriétés jouent un rôle crucial dans l'efficacité de tels vecteurs 

et il est donc nécessaire de définir leurs propriétés optimales pour la délivrance intracellulaire 

de protéines. C'est pourquoi l'étude de ces propriétés tient une place importante dans le 

travail de développement de nouveaux vecteurs lipidiques dédiés aux protéines qui est 

présenté dans le chapitre 4 des résultats.  

 

 



 

 
 

  

  

  

Matériels et méthodes 

  

  

  

  

  

  



 

78 
 

 Matériels et méthodes 

 

1.  Lipides cationiques et colipides – Formulations lipidiques 

Les synthèses des lipides cationiques utilisés dans cette étude ont été décrites dans des 

études précédentes: DOSP et DOSN (Mevel et al., 2012), KC et TGKC (Belmont et al., 

2002), KCC, KLC et DOSK (Sainlos et al., 2005), BGTC (Vigneron et al., 1996). Les 

synthèses des autres dérivés lipidiques d'aminoglycosides ont été décrites par M. Sainlos 

(Sainlos, 2004). La synthèse du MM27 a été décrite par M. Mével (Mevel et al., 2008). La 

DOPE provient d'Avanti Polar Lipids. 

Les solutions micellaires ont été obtenues en dissolvant les lipides cationiques dans de l'eau 

ultrapure et en soniquant la suspension durant 10 minutes. Les suspensions liposomales ont 

été obtenues en dissolvant le lipide cationique et le colipide dans du chloroforme. Après 

évaporation des solvants à l'évaporateur rotatif, les films lipidiques obtenus ont été 

réhydratés une nuit à 4°C dans de l'eau ultrapure, vortexés puis soniqués jusqu'à l'obtention 

de liposomes de 100-150 nm de diamètre dont la taille a été contrôlée sur un Zetasizer 

300HSA (Malvern Instruments). Sauf mention contraire, la proportion de lipide cationique et 

de colipide dans les formulations liposomales était de 1:1 (mol/mol).  

 

2.  Protéines – Formulation des complexes lipide cationique / protéine 

Les protéines utilisées dans cette étude sont la β-galactosidase d'E.coli (Roche Applied 

Science), l'histone H1 de thymus de veau conjuguée à l'Alexa 488 (Life Technologies), les 

anticorps monoclonaux anti-cytokératine 8 C-term spécifique  conjugué au FITC (ab87010) 

et N-term spécifique (ab51152) (Abcam), l'anticorps monoclonal anti-β-tubuline conjugué au 

FITC (Sigma Aldrich) et la caspase-3 humaine active (Sigma Aldrich).  

Pour formuler les complexes lipide cationique / protéine, les protéines et les solutions-mères 

de lipides cationiques ont été diluées soit respectivement dans des volumes égaux (50µL) de 

NaCl 240mM + HEPES 40mM pH 7,4 et d'eau, soit dans des volumes égaux (50µL) de 

milieu OptiMEM ou DMEM (Life technologies), à différents rapports molaires. Après dilution, 

les solutions de protéine et de lipide cationique ont été combinées par aller-retour à la pipette 

automatique et le mélange résultant a été incubé 15 minutes à température ambiante pour 

permettre la complexation des lipides et des protéines.  
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3.  Mesure de taille des complexes lipide cationique/protéine 

La taille des complexes lipide cationique/protéine a été mesurée par diffusion quasi-élastique 

de la lumière sur un Zetasizer 300HSA (Malvern Instruments). Les protéines (1µg) ont été 

formulées  au lipide cationique à différents rapports molaires dans un volume total de 100µL 

de NaCl 120mM + HEPES 20mM pH 7,4 ou de milieu OptiMEM. Après 15 minutes 

d'incubation à température ambiante, 900µL de NaCl 120mM + HEPES 20mM pH 7,4 ont été 

ajoutés pour obtenir un volume total de 1mL et la mesure de taille effectuée.  

 

4.  Electrophorèse des complexes lipide cationique/protéine 

Les complexes BGTC:DOPE/protéine ont été préparés à partir de 10µg de protéine formulée 

à différents rapports molaires dans du NaCl 120mM + HEPES 20mM pH 7,4 ou du milieu 

OptiMEM (volume final 50µL). Dans le cas de la β-gal, 5µL de complexes ont été additionnés 

de 5µL de tampon de chargement non dénaturant Blue-Orange load buffer (Promega) et 

déposés directement sur un gel de polyacrylamide non dénaturant (stacking 5%, resolving 

7%). Dans le cas de l'histone, après la formation des complexes lipide cationique / protéine, 

la préparation a été centrifugée 10 minutes à 17 900xg pour culotter d'éventuels complexes. 

Un aliquot de 20µL de surnageant a été incubé 5 minutes à 95°C dans du tampon de 

Laemmli (Laemmli, 1970) puis déposé sur un gel de polyacrylamide dénaturant (stacking 

5%, resolving 7%). Après 2h de migration à 80V, les protéines ont été révélées au bleu de 

Coomassie (Fixateur : éthanol 50%, acide acétique 10%. Solution de coloration : bleu de 

Coomassie R250 0,1 %, méthanol 20%, acide acétique 10%. Solution de lavage : méthanol 

50%, acide acétique 10%).   

 

5.  Culture cellulaire 

Les cellules HeLa (adénocarcinome cervical, H. sapiens), H1299 (carcinome pulmonaire non 

à petites cellules, H. sapiens) et C2C12 (myoblastes, M. musculus) ont été cultivées dans le 

milieu DMEM. Les cellules CHO-K1 (cellules ovariennes, C. griseus) ont été cultivées dans 

le milieu F12-K. Les cellules souches mésenchymateuses de souris ont été cultivées dans 

du milieu α-MEM comme décrit précédemment (Leblond et al., 2009). Tous les milieux 

étaient supplémentés en sérum de veau fœtal (10%), L-glutamine (2mM), streptomycine 

(10µg/mL) et pénicilline (100U/mL). Les cellules HeLa exprimant les variants de CFTR et la 
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GFP  (Jungas et al., 2002), fournies par A. Edelman, étaient maintenues sous pression de 

sélection par 250µg/mL de zéocine. Tous les milieux et réactifs provenaient de Life 

technologies. Les cultures ont été réalisées à 37°C en atmosphère humidifiée et à 5% de 

CO2.  

 

6.  Délivrance intracellulaire des protéines 

Pour les expériences de délivrance de la β-gal, les cellules ont été ensemencées 24h avant 

la délivrance des protéines, dans des plaques 24 puits (Techno Plastic Products) à 70 000 

cellules/puits de manière à obtenir une confluence de 70-80% au moment de l'application 

des protéines. Les puits contenaient des lamelles de verre de 12mm de diamètre pour les 

expériences de microscopie. Les internalisations ont été réalisées en déposant sur les 

cellules 100µL de suspension de complexes lipide cationique / protéine dans 400µL de 

milieu de culture sans sérum (sauf mention contraire) ni antibiotiques susceptibles 

d'interférer avec les dérivés lipidiques d'aminoglycosides, la streptomycine étant elle-même 

un aminoglycoside.  Après 4 heures d'incubation à 37°C – 5% CO2, le milieu a été remplacé 

par 500µL de milieu complet et l'incubation a été prolongée de 4 heures (sauf mention 

contraire) avant la lyse des cellules pour le dosage de l'activité β-gal.  

L'internalisation de caspase 3 a été effectuée selon les mêmes modalités que pour la β-gal, 

en parallèle d'une gamme de cellules servant de référence pour le calcul du taux de survie. 

Après 4h d'incubation dans le milieu sans sérum, l'incubation a été prolongée jusqu'à 48 

heures avant mesure du taux de survie cellulaire par un test MTT.  

Les internalisations d'anticorps monoclonaux et d'histone H1 ont été effectuées selon les 

mêmes modalités que pour la β-gal, les cellules étant ensemencées sur lamelles de verre de 

12mm de diamètre. Après 4h d'incubation dans le milieu sans sérum, les cellules étaient 

directement fixées pour observation au microscope.  

Les internalisations d'anticorps anti-cytokératine 8 préalables aux mesures de flux d'iode en 

MEQ ont été effectuées sur 120 000 cellules ensemencées en boîtes de 34mm de diamètre 

sur lamelle de verre de 14mm de diamètre. Les cellules ont reçu 1,5 µg d'anticorps complexé 

à la DOSP:MM27 au rapport molaire de 1000.  
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7.  Quantification de la β-gal internalisée  

Après incubation des cellules avec les complexes, celles-ci ont été rincées 3 fois par 1mL de 

tampon PBS (NaCl 138mM, KCl 2,7mM, Na2HPO4 10mM, KH2PO4 1,76mM, pH 7,4). Trois 

cent microlitres de Reporter Lysis Buffer (Promega) additionné d'une tablette de cocktail 

d'antiprotéases Complete Mini (Roche Applied Science) pour 50mL de tampon ont été 

ajoutés à chaque puits avant que les cellules ne subissent un cycle de 

congélation/décongélation (-80°C/20°C) pour assurer une lyse complète. Les lysats ont été 

centrifugés 5 minutes à 9000xg et l'activité β-gal dosée sur un aliquot de surnageant 

parallèlement à une gamme-étalon en utilisant le kit β-Glo Assay Kit (Promega). Ce kit est 

basé sur l'hydrolyse par la β-gal du substrat 6-O- β-galactopyranosyl-luciférine : la luciférine 

libérée par la réaction est oxydée en présence d'ATP par une luciférase contenue dans le 

réactif, émettant un signal lumineux proportionnel à la concentration de β-gal active 

présente. Ce test hautement sensible permet la détection de quantités de β-gal de l'ordre du 

nanogramme. La lumière produite par la réaction a été enregistrée sur un lecteur de plaques 

Victor X-3 (Perkin-Elmer). Les expériences ayant été réalisées en triplicate, les résultats 

présentés correspondent à la moyenne des trois puits ± déviation standard.  

Pour observer la localisation intracellulaire de la β-gal, les cellules ont été rincées 3 fois par 

1mL de PBS, fixées au paraformaldéhyde 3,7% 15 minutes à température ambiante puis 

traitées avec une solution de coloration au X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indoyl- β-D-

galactopyranoside) : X-Gal 400 µg/mL, MgCl2 2 mM, K3[Fe(CN)6] 4 mM, K4[Fe(CN)6] 4 mM. 

Les cellules ont été montées au PBS/glycérol (50% v/v) avant observation sous microscope 

optique. Les comptages ont été effectués à l'aide du logiciel ImageJ 1.42q (plugin Cell 

Counter) sur deux lames différentes (n=115 cellules minimum).  

 

8.  Observation de l'histone et des anticorps internalisés 

Après internalisation des protéines fluorescentes, les cellules ont été rincées 3 fois par 1mL 

de PBS et fixées au paraformaldéhyde 3,7% 15 minutes à température ambiante avant 

marquage des noyaux au DAPI (300nm, 5 min) dans le cas d'observations en 

épifluorescence ou au ToPro-3 (1µM, 45 min) dans le cas d'observations en microscopie 

confocale. Pour le marquage des contours cellulaires, les cellules ont été incubées 10 

minutes avec de l'iodure de propidium (10µg/mL, 10 min). Les lamelles ont été montées sur 

lame au Prolong Gold antifading Reagent après un bref rincage à l'eau distillée et incubées 

24h à température ambiante et à l'abri de la lumière avant observation. Tous les réactifs 

provenaient de Life Technologies. Les préparations ont été observées sous un microscope à 
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épifluorescence Zeiss Axiovert 200M, ou sous un microscope confocal à balayage laser 

Leica TCS-SP1. Les images ont été traitées à l'aide du logiciel ImageJ 1.42q équipé de la 

suite LOCI Tools et les cellules quantifiées à l'aide du plugin Cell Counter.  

 

9.  Cryo-TEM 

Les échantillons de β-gal ont été préparés à partir de 5, 10 ou 20 µg de protéine complexée 

à 18 nmol de lipide cationique pour obtenir des rapports molaires de 1500, 750 et 375 

respectivement, dans un volume de 80µL. Les quantités de lipide ont été fixées afin d'avoir la 

même densité finale de complexes sur la grille du microscope. Les échantillons d'anticorps 

anti-K8 ont été préparés à partir de 8µg de protéine complexée au rapport 375 à la 

DOSP:MM27 dans un volume final de 80µL. Ces échantillons ont été traités comme 

précédemment décrit (Pitard et al., 2004).  

 

10.  Mesure de flux d'iode par vidéomicroscopie 

Quatre heures après le traitement des cellules par les complexes DOSP:MM27/anticorps, les 

cellules ont été rincées par une solution physiologique d'iodure de sodium (NaI 138mM, 

K2HPO4 2,4mM, KH2PO4 0,8mM, HEPES 10mM, CaSO4 1mM, D-Glucose 10mM, pH 7,4). 

Les cellules ont été chargées en MEQ par un choc hypotonique de 2 minutes dans la même 

solution diluée au 4/5e avec de l'eau purifiée (MEQ 10mM, NaI 110mM, K2HPO4 1,92mM, 

KH2PO4 0,64mM, HEPES 8mM, CaSO4 0,8mM, D-Glucose 8mM, pH 7,4) puis incubées à 

nouveau 15 minutes à 37°C dans la solution d'iodure de sodium pour permettre aux cellules 

un retour à l'équilibre et au MEQ de diffuser dans le cytosol. Les lamelles portant les cellules 

ont ensuite été montées sur une chambre à perfusion et installées sous l'objectif d'un 

microscope Leica DMI6000B équipé d'un contrôle environnemental, sous perfusion continue 

de la solution d'iodure de sodium. L'enregistrement de la fluorescence du MEQ a été réalisé 

par intervalles de 15 secondes via le logiciel MetaFluor (Molecular Devices).  

Après 120 secondes de perfusion d'iodure de sodium afin d'obtenir le niveau basal initial de 

fluorescence, les cellules ont été perfusées durant 120 secondes par une solution 

physiologique similaire où l'iodure était substitué par l'ion nitrate (NaNO3 138mM, K2HPO4 

2,4mM, KH2PO4 0,8mM, HEPES 10mM, CaSO4 1mM, D-Glucose 10mM, pH 7,4) afin 

d'enregistrer les flux d'anions indépendants de CFTR. Pour déclencher l'activation de CFTR, 

les cellules ont été perfusées durant 210 secondes par la même solution de nitrate de 

sodium additionnée d'un cocktail destiné à augmenter le taux intracellulaire d'AMPC 
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(cptAMPc 500µM, forskoline 25µM, IBMX 100µM). Le cptAMPc est une forme perméante de 

l'AMPc qui active directement la PKA, la forskoline est un activateur de l'adénylate cyclase et 

l'IBMX est un inhibiteur des phosphodiestérases. Les cellules ont ensuite à nouveau été 

perfusées durant 120 secondes par la solution d'iodure de sodium additionnée de cocktail 

AMPc pour permettre le quenching de la sonde et l'obtention du niveau basal final de 

fluorescence (différent du niveau initial du fait du photoblanchiment de la sonde).  

Les valeurs de fluorescence du MEQ ont été enregistrées sur les cellules exprimant 

fortement la GFP, après soustraction du bruit de fond. Les courbes de variation de 

fluorescence ont été obtenues après compensation du photoblanchiment et normalisation 

par la formule F/Fi-1, F étant la fluorescence du MEQ à tout moment et Fi la fluorescence 

basale initiale enregistrée à la fin de la première perfusion d'iodure de sodium. Les cellules 

ne répondant pas à l'AMPc (en moyenne 35% par champ) n'ont pas été incluses dans le 

calcul des pentes de quenching. 
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Chapitre 1 - Délivrance intracellulaire d'ADN par des dérivés 

lipidiques d'aminoglycosides 

 

Les lipides cationiques dérivés de la kanamycine se sont révélés être des vecteurs 

particulièrement efficaces pour la délivrance intracellulaire d'acides nucléiques in vitro et ont 

également montré leur capacité à délivrer un transgène in vivo chez la souris (Belmont et al., 

2002; Sainlos et al., 2005). Ces résultats ont amené l'équipe de J.M. Lehn à développer des 

lipides cationiques basés sur d'autres aminoglycosides, la paromomycine et la néomycine. 

Parmi ces nouveaux composés, la DOSP et la DOSN ont été particulièrement étudiées pour 

leur capacité à vectoriser des siRNAs dans des cellules en culture (Desigaux et al., 2005). 

Cependant, leur potentiel de transfection d'ADN plasmidique et les propriétés 

physicochimiques des complexes qu'elles forment avec l'ADN ont été peu explorées jusque-

là, contrairement aux dérivés de la kanamycine. Nous avons contribué à une étude 

collaborative avec les équipes de J.M. et P. Lehn consistant à décrire la synthèse de ces 

composés et leurs propriétés.  

D'autres lipides dérivés de la 4,5-DDS ont été syntétisés en plus de la DOSP et de la 

DOSN : des composés basés sur un groupement cholestérol (Paromo-Chol : PC et Néo-

Chol : NC), des composés proches de la DOSP possédant des bras espaceurs dérivés de la 

lysine (DOSLP) ou de l'acide caproïque (DOSCP) et un dérivé "dimérique" de la DOSP 

possédant deux groupements paromomycine ont été inclus dans cette étude. Nos résultats 

ont confirmé l'efficacité de ce type de composés pour délivrer un plasmide dans des cellules 

en culture tout en ayant une toxicité minimale. Nous avons observé que les dérivés 

aliphatiques d'aminoglycosides sont plus efficaces que les dérivés cholestérol, ce qui 

découle probablement de leur capacité à former des couches lipidiques en solution dans 

l'eau alors que les dérivés cholestérol en sont incapables. D'ailleurs, la formulation de la NC 

et de la PC avec le colipide DOPE, capable de former des bicouches lipidiques, améliore 

sensiblement leur activité de transfection alors qu'elle n'a aucun effet sur les lipides dérivés 

d'acides gras. Cette étude a par ailleurs confirmé que l'inclusion d'un bras espaceur entre la 

tête cationique et la partie hydrophobe de ces lipides a un effet sur la transfection, cet effet 

étant toutefois plus modeste que ce qui a été observé précédemment avec les dérivés de la 

kanamycine (Sainlos et al., 2005) et dépendant du type cellulaire transfecté. Ainsi, si 

l'inclusion d'un bras espaceur lysine dans la structure du lipide a un effet bénéfique sur la 

transfection de cellules HEK293, elle a un effet négatif lorsque le lipide est utilisé sur des 

cellules HeLa. Ces résultats montrent que les lipides cationiques doivent être choisis en 

fonction du type cellulaire ciblé, mais les DLA offrant une grand variété structurale, ils 
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constituent une classe de vecteurs de choix pouvant être adaptés à de nombreuses 

conditions d'utilisation. L'observation des propriétés des complexes DOSP/ADN a montré 

que ce lipide est capable de former avec un plasmide des lipoplexes positivement chargés 

de 120 nm de diamètre compatibles avec l'entrée dans la cellule par endocytose, formés de 

structures multilamellaires alternant des couches de lipide entre lesquelles l'ADN est 

condensé. Ces structures, même si elles semblent plus organisées que celles qui ont été 

précédemment observées dans les complexes DOSP/siRNA (Desigaux et al., 2007), 

semblent toutefois aptes à déstabliser les membranes endosomales plus efficacament que 

des structures concentriques observées avec des lipides moins efficaces comme le BGTC 

(Pitard et al., 1999), ce qui peut expliquer partiellement son efficacité pour le transfert de 

gènes. Enfin, la formulation de ces lipides avec de la DOPE et des stabilisateurs stériques a 

permis la transfection d'un gène rapporteur dans les voies aériennes de souris, indiquant que 

ces vecteurs peuvent avoir des applications potentielles dans le traitement de pathologies de 

l'appareil respiratoire comme la mucoviscidose. L'ensemble de ces résultats a fait l'objet de 

la publication suivante dans la revue Journal of Controlled Release.  
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Chapitre 2 - Etude du mode d'action du copolymère à blocs 

amphiphile F68 pour la délivrance intracellulaire d'ADN 

 

Le copolymère à blocs amphiphile non ionique F68 ou Lutrol est un vecteur efficace pour la 

délivrance d'ADN in vivo (Desigaux et al., 2005; Richard et al., 2005a; Richard-Fiardo et al., 

2008). Cependant, son mode d'action est inconnu et s'il a été suggéré que certains 

copolymères de la famille des Pluronics, comme le P85, augmentent l'expression d'un 

transgène en agissant sur sa transcription (Batrakova and Kabanov, 2008), la faible 

hydrophobicité du Lutrol par rapport au P85suggère un mécanisme d'action différent.  

Nous avons observé que ce vecteur est inefficace in vitro, ce qui suggère que 

l'environnement cellulaire est un facteur important de son efficacité. Il a été montré 

auparavant que le Lutrol améliore la diffusion intra-tissulaire des plasmides injectés (Bello-

Roufai et al., 2007) mais ce phénomène n'est pas suffisant pour expliquer son efficacité. 

Contrairement au P85, nettement plus hydrophobe que le F68, il n'existe pas de dépendance 

au promoteur utilisé pour contrôler l'expression du transgène, suggérant que le Lutrol  n'agit 

pas en facilitant l'importation nucléaire du plasmide ou son taux de transcription mais plutôt 

au niveau des premières étapes de l'internalisation du transgène ou de l'échappement 

endosomal.  

Nous avons donc focalisé notre étude sur le rôle de ce copolymère au niveau de ces 

premières étapes ; son absence d'activité in vitro ne permettant pas observation directe, un 

modèle a été développé pour observer son effet non pas sur de l'ADN nu, mais sur de l'ADN 

complexé à des vecteurs cationiques. Nos résultats ont montré que le Lutrol augmente 

l'activité de transfection de ces vecteurs indépendamment du vecteur cationique utilisé (lipide 

ou polymère) et du type cellulaire tout en n'ayant aucune influence sur le taux de 

transcription, confirmant que son action n'a pas lieu au niveau des étapes finales de la 

transfection. Pour éliminer l'hypothèse d'une amélioration de l'importation nucléaire, nous 

avons comparé son influence sur le transfection d'ADN ou de siRNAs, le premier devant être 

transporté jusqu'au noyau alors que le second doit être délivré uniquement dans le 

cytoplasme. Le Lutrol ayant un effet dans les deux cas de figure, son action se situe en 

amont, au niveau de l'étape d'internalisation cellulaire ou de l'échappement endosomal. 

Finalement l'observation en cryo-TEM de cellules traitées au F68 a montré que ce vecteur 

est incapable de promouvoir l'échappement endosomal lorsqu'il n'est pas combiné à des 

lipides cationiques, suggérant que son rôle dans la transfection est de faciliter l'interaction 

des complexes vecteur cationique/ADN avec la membrane plasmique. Utilisé seul in vivo, et 
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notamment en intramusculaire, le Lutrol agit donc probablement comme un facilitateur de la 

diffusion des plasmides à travers la membrane plasmique, par un mécanisme indépendant 

de l'endocytose, suggérant une délivrance directe de l'ADN dans le cytosol des cellules 

ciblées. Ces résultats ont fait l'objet de la publication suivante dans la revue Nucleic Acids 

Research.  
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Chapitre 3  - Développement d'un protocole de vaccination à ADN 

dans un modèle d'asthme allergique chez la souris 

 

L'efficacité avec laquelle les copolymères à blocs amphiphiles permettent la délivrance 

intracellulaire d'acides nucléiques, alliée aux propriétés immunomodulatrices de l'ADN, en 

fait des candidats de choix pour le développement de nouveaux vaccins basés sur l'ADN. Le 

polymère tétrabranché 704 notamment a montré son efficacité pour la délivrance d'ADN 

plasmidique dans le muscle squelettique (Pitard et al., 2004). Il a en outre été utilisé avec 

succès dans le développement d'un modèle de vaccination contre une protéine modèle 

(McIlroy et al., 2009) et d'un modèle de vaccination pour le traitement du carcinome 

hépatocellulaire induit par la diéthylnitrosamine chez la souris (Cany et al., 2011).  

L'asthme allergique, causé par une réaction exacerbée de l'organisme contre des antigènes 

présents dans notre environnement, est un problème majeur de santé publique puisqu'il 

touche 300 millions de personnes dans le monde. L'un des allergènes majoritaires 

rencontrés chez les patients est la protéine Derf1 de l'acarien D. farinae. Des travaux 

antérieurs ont montré que l'injection intramusculaire d'un plasmide nu encodant cette 

protéine dans un modèle de souris asthmatique permet d'améliorer les paramètres 

biologiques des animaux traités. Cependant, la quantité de plasmide importante (50 µg à 300 

µg) que nécessite ce protocole le rend difficilement transposable chez l'humain.  

Nous avons étudié dans un travail collaboratif avec l'équipe de A. Magnan le développement 

d'un modèle de souris asthmatique et la mise au point d'un protocole de vaccination contre 

Derf1 utilisant le polymère 704. Les résultats montrent que des injections de 10 µg 

seulement d'ADN permettent la mise en place d'une réponse immunitaire biaisée Th1 contre 

Derf1 amenant à la diminution de la réponse allergique suite à une exposition à l'antigène. 

Ces travaux confirment l'efficacité du 704 comme adjuvant pour la vaccination à ADN, 

permettant de réduire drastiquement les doses d'ADN utilisées tout en autorisant la mise en 

place d'une réponse immunitaire puissante. Ces résultats ont fait l'objet de la publication 

suivante dans la revue Human Gene Therapy.  
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Chapitre 4  - Développement de nouveaux vecteurs pour la 

délivrance intracellulaire de protéines 

 

De nombreux lipides cationiques développés à l'origine pour la délivrance intracellulaire 

d'acides nucléiques ont montré leur capacité à délivrer des protéines dans des cellules en 

culture. Cependant, les propriétés physicochimiques des complexes qu'ils forment avec les 

protéines sont relativement peu connues. Il a pourtant été établi de longue date que ces 

propriétés sont intimement liées à l'efficacité de ces vecteurs dans le cas de la délivrance 

intracellulaire d'acides nucléiques.  

Dans ce travail, nous avons étudié la capacité de lipides cationiques développés par l'équipe 

de J.M. Lehn à délivrer des protéines dans des cellules vivantes. Pour ce faire, nous avons 

mis au point un  modèle d'étude basé sur une protéine modèle, la β-galactosidase, afin 

d'identifier parmi ces composés des vecteurs efficaces. Nous avons ensuite évalué la 

capacité de ces lipides à vectoriser d'autres types de protéines. Les propriétés 

physicochimiques des assemblages supramoléculaires lipide cationique/protéine les plus 

efficaces ont été explorées, notamment par microscopie électronique, afin de mieux 

comprendre le mode d'action de ces vecteurs, ce qui doit permettre à terme le design 

rationnel de lipides cationiques spécialement dédiés au transfert de protéines. Enfin, nous 

avons étudié la capacité de ces vecteurs à délivrer in vitro un anticorps visant une cible 

fonctionnelle afin d'évaluer le potentiel thérapeutique de cette technique dans la prise en 

charge de la mucoviscidose.  

Les résultats détaillés ici ont fait l'objet d'une publication actuellement en révision dans la 

revue Biomaterials : Chatin,B. Mével,M., Lambert,O. and Pitard,B. Supramolecular 

assemblies for the intracellular delivery of proteins.  
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A.  Criblage d'une librairie de lipides cationiques 

1.  Lipides cationiques inclus dans le criblage 

Les vecteurs dédiés à la délivrance intracellulaire de protéines développés au cours de ces 

dernières années sont basés, entre autres, sur des lipides cationiques dont certains ont été 

auparavant utilisés dans le cadre de la délivrance d’acides nucléiques. Les travaux réalisés 

sur les dérivés lipidiques d'aminoglycosides (DLA) ont montré l'efficacité de ces composés 

pour la délivrance d'acides nucléiques in vitro comme in vivo ainsi que leur faible toxicité. 

Nous avons donc cherché à identifier par un criblage parmi ces lipides cationiques des 

molécules capables de délivrer efficacement des protéines dans le cytoplasme de cellules 

vivantes.  

Les DLA que nous avons inclus dans ce criblage peuvent être classés en deux groupes 

selon la nature de leur partie hydrophobe : un groupement cholestérol ou dérivé du 

cholestérol Figure 16 A-G) ou des chaînes d'acides gras (Figure 16 H-N). Nous avons 

également inclus dans ce criblage le BGTC, un lipide basé sur le cholestérol et porteur de 

groupements guanidinium (Figure 3 F). Cette molécule, développée par l'équipe de J.M. 

Lehn pour le transfert d'acides nucléiques (Vigneron et al., 1996; Pitard et al., 1999; Pitard et 

al., 2001), était susceptible de facilement former des complexes avec les protéines par 

interaction électrostatique via ses groupements guanidinium fortement protonés à pH 

physiologique (pKa = 13.5).   

 

2.  Stratégie de criblage 

Nous avons dans un premier temps développé un modèle d’étude pour l’identification de 

nouveaux vecteurs pour la délivrance intracellulaire de protéines, basé sur un essai 

enzymatique à la β-galactosidase. Le protocole, schématisé sur la Figure 29, consiste à 

formuler le lipide cationique étudié avec la protéine β-gal pour former des complexes lipide 

cationique / protéine. Ces complexes sont déposés sur des cellules HeLa en culture dans un 

milieu sans sérum et incubés durant 4h. Le milieu est remplacé par un milieu avec sérum et 

les cellules sont à nouveau incubées 4h avant la mesure de l’activité enzymatique de la β-

gal.  
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Figure 29 – Stratégie de criblage de la librairie de lipides cationiques.  

 

Nous avons auparavant évalué la stabilité de la β-gal dans nos conditions expérimentales, 

les 8h d’incubation à 37° imposées par le protocole étant susceptibles de la dénaturer. La 

Figure 30 montre que si l’enzyme perd rapidement son activité dans l’eau pure à 37°C, elle 

reste relativement stable dans un milieu de culture comme l’OptiMEM, perdant moins de 10 

% de son activité en 8 h. Ceci est probablement dû aux solutés présents dans l’OptiMEM qui 

stabilisent la β-gal dans sa conformation active. Il est intéressant de noter que l’activité de 

l’enzyme est préservée lorsqu’elle est complexée à des liposomes de BGTC:DOPE dans 

l'OptiMEM, montrant que les lipides cationiques ne dénaturent pas la protéine mais auraient 

au contraire tendance à la stabiliser. La baisse d’activité de l’enzyme étant négligeable, nous 

avons choisi dans les expériences suivantes de ne pas tenir compte de cette diminution et 

d’exprimer l’activité β-gal associée aux cellules par rapport à l’activité initiale. Ainsi, les 

résultats présentés expriment la quantité d’enzyme délivrée aux cellules sous forme active. 

 

Figure 30 - Stabilité de la β-gal à 37°C en fonction du milieu. H2O (losanges) ; H2O + BGTC:DOPE (ronds) ; 

OptiMEM (triangles) ; OptiMEM + BGTC:DOPE (carrés).  

Afin de déterminer le temps d’incubation optimal des lipoplexes avec les cellules, nous avons 

effectué une cinétique d’internalisation de la β-gal dans les cellules HeLa par le BGTC:DOPE 

dans un milieu dans sérum. La Figure 31 montre que le taux d'internalisation de la β-gal 

augmente avec le temps pour atteindre un maximum à 4h. Nous avons choisi cette durée 

optimale, sans la dépasser éviter un stress trop important aux cellules dû à la privation de 
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sérum, en poursuivant par 4h d'incubation avec sérum pour permettre aux cellules 

d'internaliser correctement les complexes.  

 

  

Figure 31 - Cinétique d'internalisation de la β-gal par le BGTC:DOPE. 800ng de β-gal ont été complexés au 

BGTC au rapport molaire de 1500 et incubés avec des cellules HeLa dans un milieu sans sérum pour une durée 
variable. Les cellules ont ensuites été lysées et l'activité β-gal mesurée.  

 

3.  Résultats du criblage de la librairie 

Les différents lipides testés au cours de ce criblage ont été formulés à 800ng de β-gal, à trois 

rapports molaires lipide cationique/protéine: 1000, 1500 et 2000. La Figure 32 A indique que 

la β-gal nue n'est pas spontanément internalisée par les cellules, alors que les dérivés 

aliphatiques d'aminoglycosides en solution micellaire permettent de délivrer jusqu'à 2,5 % de 

la dose initiale de protéine aux cellules HeLa. Cette proportion est cependant faible en 

regard de liposomes de BGTC:DOPE utilisés comme référence et qui sont trois fois plus 

efficaces pour internaliser la protéine. En revanche, certains des DLA basés sur un 

groupement cholestérol (Figure 32 B) sont particulièrement efficaces, notamment la TGKC 

qui permet de délivrer jusqu'à 15% de la β-gal aux cellules. Cette activité supérieure des 

dérivés de cholestérol est surprenante puisque que dans le cas du transfert de gènes, ils ont 

tendance à être moins efficaces que les dérivés aliphatiques. Il a été suggéré que les dérivés 

aliphatiques forment des couches lipidiques plus fluides que les dérivés du cholestérol, donc 

plus aptes à fusionner avec la membrane endosomale et à délivrer l'acide nucléique dans le 

cytosol. Il semble au contraire que dans le cas du transfert intracellulaire de protéines, la 

rigidité conférée par le groupement cholestérol contribue à l'efficacité du vecteur. 

L'importance de la rigidité de l'assemblage supramoléculaire dans l'efficacité de ces lipides 
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est toutefois à nuancer au regard de l'influence du bras espaceur dans la structure de 

certains lipides. En effet, la KC est un vecteur relativement peu efficace (1,6 % de la β-gal 

délivrée aux cellules) alors que ses dérivés possédant un bras espaceur (KCL et KCC) sont 

nettement plus efficaces (respectivement 6,8 et 5,7 % de la dose initiale de β-gal). Leur 

efficacité également supérieure dans le cas de la transfection d'ADN a été expliquée par leur 

hydrophobicité augmentée et leur capacité à former des couches plus fluides que la KC 

(Sainlos et al., 2005). Il semble donc que l'activité des lipides cationiques pour le transfert de 

protéines soit intimement liée à leurs propriétés physicochimiques, tout comme dans le cas 

du transfert d'acides nucléiques, et que leur hydrophobicité comme la fluidité des couches 

qu'ils forment déterminent au moins partiellement leur efficacité.  

Il est intéressant de noter que la TGKC, qui ne diffère de la KC que par la guanidylation de 

ses groupements amines, est nettement plus efficace que cette dernière alors que c'est 

l'inverse qui est observé dans le cas de la vectorisation d'acides nucléiques (Sainlos et al., 

2005). Le pKa des groupements guanidinium de la TGKC (13,5) étant nettement supérieur à 

celui des amines de la KC (voisin de 8), on peut considérer qu'ils sont totalement protonés à 

pH physiologique, contrairement aux fonctions amines qui ne le sont que partiellement, 

conférant à la KC une charge partielle inférieure à 3. Cette différence de charge ne semble 

cependant pas suffisante pour expliquer l'efficacité de la TGKC, et d'autres caractéristiques 

du groupement guanidinium, entre autres sa structure plane favorable à la création de 

liaisons hydrogène, pourraient expliquer ce gain d'activité. Dans le cas du transfert d'acides 

nucléiques, l'efficacité moindre de la TGKC peut s'expliquer par la stabilité du complexe 

qu'elle forme avec l'ADN. La dissociation d'un tel complexe est en effet essentielle pour une 

bonne expression du transgène : il a été montré que l'injection intranucléaire d'ADN nu est 

plus efficace que l'injection intranucléaire de lipoplexes, probablement pour des raisons 

d'accessibilité de la machinerie transcriptionnelle à l'ADN (Zabner et al., 1995). La formation 

d'un complexe stable avec la β-gal pourrait au contraire être favorable à sa délivrance dans 

les cellules HeLa : la délivrance intracellulaire de protéines n'impliquant pas d'étape de 

transcription, l'importante stabilité du complexe est moins susceptible de nuire à l'efficacité 

du processus. L'ensemble de ces résultats montre que si les propriétés physicochimiques 
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Figure 32 - Délivrance intracellulaire de β-gal dans les cellules HeLa par les dérivés lipidiques 
d'aminoglycosides. (A) Efficacité des dérivés d’acides gras. (B) Efficacité des dérivés de cholestérol. Les cellules ont 

reçu 800ng de β-gal complexée aux lipides cationiques aux rapports molaires 1000 (barres blanches), 1500 (barres 

grises) et 2000 (barres noires). Après 8h d'incubation, les cellules ont été lysées et l'activité β-gal mesurée.  

 

des lipides cationiques semblent jouer un rôle essentiel dans leur activité de délivrance de 

protéines, la part de chacune de ces propriétés (hydrophobicité, charge, fluidité) dans 

l'efficacité du vecteur est difficile à déterminer et des investigations plus poussées dans la 

relation structure/fonction de tels vecteurs sont nécessaires pour permettre le design 

rationnel de lipides cationiques spécifiquement conçus pour le transfert de protéines. De 

plus, il semble impossible de prévoir l'efficacité d'un lipide pour la délivrance intracellulaire de 
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protéines à partir de son efficacité de transfection d'acides nucléiques puisque des 

paramètres favorables à l'une peuvent être défavorables à l'autre.  

Un autre facteur influençant l'efficacité de la délivrance de la β-gal dans les cellules HeLa par 

ces lipides est le rapport molaire lipide cationique/protéine (RM), les deux semblant 

directement corrélés. Ceci est particulièrement visible dans le cas des dérivés du cholestérol 

(Figure 32 B). On remarque ainsi que les complexes de TGKC formulée à la β-gal à un RM 

de 2000 sont trois fois plus efficaces que les complexes formés à un RM de 1000. Cette 

relation dose-réponse n'est pas surprenante mais les effets toxiques des lipides cationiques 

à haute dose sont à prendre en compte et seront étudiés plus loin. Enfin, on remarque que le 

vecteur le plus efficace dans cette étude est le BGTC:DOPE utilisé comme référence au 

cours du criblage. Ceci est particulièrement intéressant puisque le BGTC utilisé sous forme 

de micelles est relativement inefficace pour délivrer la β-gal. Il apparaît donc que l'ajout d'un 

lipide neutre à la formulation des lipides cationiques améliore de façon importante son 

efficacité. Ces deux dernières observations montrent que si la structure des lipides 

cationiques a une grande influence sur leur efficacité, d'autres paramètres entrent également 

en jeu, notamment ceux liés à la formulation de ces vecteurs.  
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B.  Optimisation des lipides cationiques pour la délivrance intracellulaire de protéines 

Dans le cadre de la délivrance des acides nucléiques, la formulation des vecteurs et les 

conditions expérimentales ont une grande influence sur l'efficacité de transfection, par 

exemple la quantité d'ADN et la quantité de lipide cationique apportées aux cellules, la 

présence d'un colipide, le milieu de formulation des complexes ou la présence de sérum 

durant la transfection (Barteau et al., 2008).  Nos observations suite au criblage suggérant 

que certains de ces paramètres, en plus de la structure du lipide cationique, influent 

également sur l'efficacité de la délivrance de protéines, nous avons étudié leur influence sur 

l'efficacité de délivrance de la β-gal dans les cellules HeLa par le BGTC.  

 

1.  Influence de la quantité de protéine du rapport molaire lipide/protéine 

La Figure 32 montre une relation entre le rapport molaire lipide cationique/protéine et 

l'efficacité d'internalisation de la protéine. Cet effet dose/réponse est clairement visible pour 

les dérivés du cholestérol. Il paraît logique que l'efficacité de délivrance soit proportionnelle à 

la quantité de vecteur utilisée, cependant les lipides cationiques peuvent avoir un effet 

toxique sur les cellules, limitant la quantité de lipide effectivement utilisable.  

A 

 

B  

 

Figure 33 – Influence de la quantité de protéine et du rapport molaire sur l'efficacité et la toxicité du 
BGTC:DOPE. Les cellules ont reçu 600ng, 800ng ou 1000ng de β-gal complexée aux lipides cationiques aux rapports 

molaires 1000 (barres blanches), 1500 (barres grises) et 2000 (barres hachurées) ou 2500 (barres noires). Après 
8h d'incubation, les cellules ont été lysées et l'activité β-gal mesurée. 

 

Cette toxicité des lipides cationiques tient en partie à leur analogie avec certains lipides 

cellulaires, les rendant capables d'interférer de façon délétère avec des voies de 

signalisation. Ainsi, il a été montré que les dérivés cationiques du cholestérol sont 

susceptibles d'inhiber la protéine kinase C (Bottega and Epand, 1992; Farhood et al., 1992). 
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Nous avons donc étudié les effets de la quantité de lipide et également de la quantité de 

protéine délivrée aux cellules sur l'efficacité d'internalisation tout en évaluant la toxicité par 

un test au MTT. La Figure 33 A indique que le taux d'internalisation de la β-gal par le 

BGTC:DOPE est très nettement influencé par le rapport molaire, l'influence de la quantité de 

protéine étant en revanche plus discrète. Toutefois, la viabilité cellulaire est compromise 

pour des quantités importantes de lipide ou de protéine, montrant un effet toxique des 

complexes (Figure 33 B). Dans le cas de la vectorisation d'acides nucléiques, la baisse de 

viabilité des cellules transfectées est attribuée aux effets toxiques du lipide cationique mais 

également à l'acide nucléique délivré dans les cellules, qui est susceptible d'activer des 

voies de signalisation conduisant à l'inflammation ou à l'apoptose. Les cellules se sont en 

effet dotées au cours de l'évolution de senseurs intracellulaires des acides nucléiques, 

permettant notamment la détection de pathogènes intracellulaires (virus, bactéries, 

protozoaires…) et l'initiation d'une réponse immunitaire adéquate. Les acides nucléiques 

exogènes activent ces mêmes voies et ont par conséquent des effets indésirables sur les 

cellules en culture. Ainsi, l'ADN plasmidique délivré par des lipides cationiques active la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et d'interférons de type I, notamment par le biais 

de TLR9 (Toll-like receptor 9) et de ZBP1 (Z-DNA binding protein) (Vilaysane and Muruve, 

2009; Takeuchi and Akira, 2010; Hornung and Latz, 2010). Nous avons donc cherché à 

déterminer si la protéine exogène apportée à la cellule par notre système de délivrance peut 

participer à sa toxicité.  

 

A 

 

B 

 

Figure 34 – Influences respectives du lipide cationique et de la protéine délivrée dans la toxicité induite 
par les complexes sur les cellules. (A) Viabilité cellulaire en fonction de la quantité de BGTC. (B) Viabilité 

cellulaire en fonction de la quantité de β-gal. 

 

Les résultats présentés sur la Figure 34 semblent indiquer que c'est le BGTC qui est 

principalement responsable de la toxicité observée sur les cellules HeLa, puisque la quantité 

de lipide est corrélée avec la baisse de viabilité (coefficient de corrélation r² = 0,8306) (Figure 
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34 A) alors que la quantité de β-gal apportée aux cellules n'est pas corrélée avec leur 

viabilité (r² = 0,3922) (Figure 34 B). La toxicité d'un système de délivrance intracellulaire de 

protéines serait donc majoritairement due au lipide cationique utilisé. Cependant cette 

observation est difficilement généralisable puisque les protéines, contrairement aux acides 

nucléiques, ont des structures moléculaires très variées. D'autres protéines que la β-gal 

seraient donc susceptibles d'avoir des effets indésirables en activant des voies de 

signalisation délétères dans les cellules traitées.  

Au vu de ces résultats, nous avons choisi de limiter la dose de lipide cationique apportée aux 

cellules par les complexes pour limiter la toxicité du système de délivrance. La Figure 33 

indique que des complexes contenant 800ng de β-gal complexée au BGTC:DOPE à un 

rapport molaire de 1500 permettent d'internaliser 6% de la dose initiale de protéine dans les 

cellules tout en conservant plus de 95% de viabilité. Nous avons donc défini cette 

formulation comme la formulation optimale pour la délivrance de β-gal dans les cellules 

HeLa.  

 

2.  Influence du colipide 

Nous avons observé au cours du criblage que l'ajout du colipide neutre DOPE au BGTC 

augmente considérablement son efficacité de délivrance de la β-gal (Figure 32 B). Pour 

étudier plus précisément l'influence de l'ajout d'un lipide neutre sur l'efficacité de délivrance 

de protéine des lipides cationiques, nous avons formulé la TGKC et la DOSP, en plus du 

BGTC, avec la DOPE sous forme de liposomes. La Figure 35 montre que chacun de ces 

lipides cationiques voit son activité améliorée. Cette amélioration est d'autant plus importante 

que le lipide cationique est peu efficace lorsqu'il est utilisé seul. Ainsi, la DOPE améliore d'un 

facteur 15 l'activité de la DOSP, qui est très peu efficace lorsqu'elle est utilisée seule, mais 

n'améliore que d'un facteur 3 l'activité de la TGKC, qui est le lipide cationique le plus efficace 

mis en évidence par le criblage précédent.  Ceci suggère que le mécanisme de délivrance 

de la protéine dans les cellules HeLa, dont au moins une étape est améliorée par la DOPE, 

est saturable et ne peut être augmenté au-delà d'une certaine proportion. 
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Figure 35 – Influence de l'ajout d'un colipide sur l'efficacité de délivrance de la β-gal par les lipides 
cationiques. Les cellules ont reçu 800 ng de β-gal complexée avec les lipides cationiques aux rapports molaires 

1000 (barres blanches), 1500 (barres grises) et 2000 (barres noires). Après 8h d'incubation, les cellules ont été 
lysées et l'activité β-gal mesurée.  

Dans le cas de la vectorisation d'acides nucléiques, l'ajout d'un colipide neutre ou helper lipid 

aux lipides cationiques est courant pour augmenter leur efficacité de transfection. Le rôle de 

la DOPE est attribué principalement à ses propriétés fusogéniques, favorisant l'accès de 

l'ADN au cytosol en déstabilisant la membrane endosomale (Zuhorn and Hoekstra, 2002; 

Wasungu and Hoekstra, 2006). Un tel mécanisme est envisageable ici, la DOPE pouvant 

permettre la libération de la β-gal dans le cytosol avant sa dégradation par les lysosomes. Il 

semblerait donc que l'échappement endosomal des complexes lipide cationique/protéine soit 

une des principales barrières à franchir pour la délivrance de protéines dans le cytoplasme 

de cellules en culture. 

 

3.  Influence du milieu de formulation des complexes lipide 

cationique/protéine.  

Un autre facteur pouvant influencer l'efficacité des lipides cationiques est le milieu de 

formulation des complexes, la présence de certains solutés étant susceptible de modifier 

leurs propriétés physicochimiques ou l'interaction avec la protéine à délivrer. La Figure 36 

indique que les complexes formulés dans un tampon contenant 120mM de NaCl et 20mM 

d'HEPES pH 7,4 permettent de délivrer 1% seulement de la dose initiale de β-gal aux 

cellules, alors que les complexes formulés dans le milieu OptiMEM sont huit fois plus 

efficaces. Ceux formés dans le milieu DMEM présentent une efficacité intermédiaire. Cette 
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influence du milieu de formulation sur l'efficacité de délivrance d'acides nucléiques par les 

lipides cationiques est connue. Il a été observé que des complexes lipide cationique/ADN 

formulés dans des milieux contenant des polyanions, notamment des milieux tamponnés au 

bicarbonate de sodium, transfectent plus efficacement des cellules en culture que des 

complexes formulés dans un milieu ne contenant pas de polyanions (Ross and Hui, 1999). 

Cette efficacité a été liée à la taille des complexes formés, plus importante en présence de 

polyanions, permettant une sédimentation efficace sur les cellules et augmentant donc la 

quantité de lipoplexes endocytés. Cet effet se retrouve avec les complexes lipide 

cationique/protéine et la présence de polyanions – dont un tampon carbonate - dans les 

milieux de culture OptiMEM et DMEM est certainement responsable de l'efficacité des 

complexes qui y sont formés.  Il est intéressant de noter que le milieu OptiMEM conduit à la 

meilleure efficacité de délivrance de la β-gal alors qu'il contient 15µg/mL de protéines 

(insuline et transferrine), soit presqu'autant que la β-gal dans le milieu de formulation des 

complexes (16µg/mL). Ces protéines pourtant susceptibles d'entrer en compétition avec la β-

gal lors de la formation du complexe semblent au contraire avoir un effet facilitateur sur le 

processus de délivrance de la β-gal aux cellules HeLa.  

 

 

Figure 36 – Influence du milieu de formulation de complexes BGTC:DOPE/ β-gal sur le taux 
d'internalisation de la protéine. Les cellules ont reçu 800ng de β-gal complexée au BGTC:DOPE au rapport 

molaire 1500 dans 120mM NaCl-20mM HEPES pH 7,4, du milieu DMEM ou du milieu OptiMEM. Après 8h 
d'incubation, les cellules ont été lysées et l'activité β-gal mesurée.  
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4.  Influence du sérum  

Les cellules en culture nécessitent en général la présence de sérum dans leur milieu de 

culture. Il contient entre autres des facteurs d'adhérence et de croissance indispensable au 

maintien de la lignée cellulaire (Eagle , 1955), mais également de l'albumine sérique, des 

immunoglobulines (IgG), des lipoprotéines… Depuis le début de l'utilisation des lipides 

cationiques pour la délivrance d'acides nucléiques, il a été observé que la présence de 

sérum dans le milieu de culture nuit généralement à l'efficacité de transfection (Felgner et al., 

1987; Turek et al., 2000). Il a été montré que nombre de ces composés interfèrent avec la 

délivrance d'acides nucléiques par les lipides cationiques. Dans le cas de lipoplexes 

DOTAP/ODN (oligodésoxynucléotides) par exemple, l'albumine sérique bovine (BSA) limite 

l'interaction des lipoplexes avec les membranes cellulaires et compromet leur endocytose, 

les IgG réduisent la densité de charge à la surface des lipoplexes et les lipides présents 

dans le sérum dissocient partiellement les ODN du complexe (Zelphati et al., 1998). Il a 

également été montré que la présence de sérum empêche la formation de lipoplexes 

DOTAP:DOPE/ADN de taille importante dans le milieu de culture, limitant leur sédimentation 

et leur internalisation par les cellules (Ross and Hui, 1999). Ces données laissaient penser 

que le sérum pourrait avoir un effet néfaste sur l'efficacité de délivrance intracellulaire d'une 

protéine par les lipides cationiques, nous avions donc choisi dans nos expériences 

préliminaires d'effectuer les quatre premières heures d'incubation des complexes lipides 

cationiques/β-gal avec les cellules HeLa sans sérum. La Figure 37 confirme en effet que la 

présence de sérum durant toute la durée d'incubation de complexes BGTC:DOPE/β-gal 

réduit de 80% l'efficacité de délivrance de la protéine.  

 

  

Figure 37 – Influence de la présence de sérum sur l'efficacité d'internalisation de la β-gal par le 
BGTC:DOPE dans les cellules HeLa. Les cellules ont reçu 800ng de β-gal complexée au BGTC:DOPE au 

rapport molaire 1500 dans l'OptiMEM. Les complexes ont été incubés avec les cellules dans du DMEM contenant 
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10% de sérum de veau fœtal ou sans sérum. Après 4 heures, le milieu contenant les complexes a été remplacé 
dans les deux cas par du DMEM contenant 10% de sérum.  

 

Certains lipides cationiques ayant été décrits comme insensibles à la présence de sérum 

dans le milieu de culture (Shi et al., 2001), nous avons recherché si parmi les DLA à notre 

disposition certains composés étaient capables de délivrer efficacement la β-gal dans les 

cellules HeLa en présence de sérum mais nos résultats ont montré que tous voyaient leur 

activité diminuer lorsque le sérum était présent durant toute la durée d'incubation.  

La sensibilité des lipides cationiques à la présence de sérum est un problème qui devra être 

résolu avant d'éventuelles applications in vivo de la délivrance intracellulaire de protéines. 

Des stratégies ont été développées pour améliorer le transfert de gènes par ces vecteurs in 

vivo, par l'incorporation  de stabilisateurs stériques comme le polyethylene-glycol (PEG) qui 

empêchent l'interaction des composants du sérum avec la surface des lipoplexes et 

augmentent leur temps de circulation dans le sang (Ogris and Wagner, 2002). De telles 

stratégies pourraient être appliquées à la délivrance de protéines. Le problème se pose 

également pour des applications in vitro car s'il est aisé de retirer le sérum du milieu de 

culture, cette privation même pendant une durée limitée à 4 heures a des effets importants 

sur de nombreuses voies de signalisation intracellulaire qui peuvent s'avérer délétères 

(Pirkmajer and Chibalin, 2011). Les cellules HeLa utilisées dans cette étude sont 

relativement résistantes à une telle privation, mais les cellules primaires y sont nettement 

plus sensibles.  

 

5.  Influence du temps d'incubation des complexes avec les cellules 

Nous avions observé dans nos expériences préliminaires que le taux d'internalisation de la 

β-gal dans les cellules HeLa est proportionnel au temps d'incubation des complexes 

BGTC:DOPE/β-gal avec les cellules dans un milieu sans sérum (Figure 31). Nous avons 

également étudié l'influence du temps d'incubation des complexes avec les cellules en 

présence de sérum après une phase initiale de quatre heures sans sérum. La Figure 38 

montre que la délivrance de la protéine dans les cellules est maximale à huit heures 

d'incubation et décroît ensuite graduellement. La présence de la β-gal est toujours 

détectable après 55 heures d'incubation, indiquant une libération prolongée de la protéine 

par les complexes ou une certaine stabilité de la protéine dans le cytoplasme des cellules. 

Nous avons comparé la délivrance directe de la β-gal sous forme protéique à son expression 

à partir d’un plasmide pCMV- β-gal délivré aux cellules par le BGTC:DOPE. La Figure 38 

indique que l’expression du transgène est détectable huit heures après la transfection, à un 
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niveau très faible, et augmente pour atteindre un maximum environ trente heures après la 

transfection. Il est intéressant de noter que si la délivrance d’un plasmide codant l’enzyme 

permet une activité β-gal supérieure à celle obtenue par délivrance de la protéine, les taux 

de β-gal obtenus via ces deux approches sont du même ordre de grandeur, signifiant que la 

délivrance de protéines peut être substituée à la transfection d’un plasmide en obtenant les 

mêmes taux de protéine fonctionnelle au sein des cellules.  

 

 

Figure 38 – Cinétique d'internalisation de la β-gal et comparaison avec la transfection d'un plasmide pCMV- β-gal. 
Les cellules ont reçu 800ng de β-gal complexée au BGTC:DOPE au rapport molaire 1500 dans l'OptiMEM (ligne 
pleine) ou 1µg de plasmide pCMV- β-gal complexé au BGTC:DOPE au rapport de charge 4 (ligne pointillée). Les 
complexes ont été incubés avec les cellules HeLa durant 4 heures dans du milieu DMEM sans sérum puis le 
milieu a été retiré et remplacé par du DMEM contenant 10% de sérum. A intervalles réguliers les cellules ont été 
lysées et l'activité β-gal mesurée.  

Le taux de β-gal après la transfection d’un plasmide pCMV-β-gal diminuant après avoir 

atteint un maximum, nous avons cherché à savoir si cette diminution est due à une perte de 

l’expression du plasmide ou bien à la mort des cellules transfectées. En effet, la transfectioin 

d’un plasmide est un phénomène généralement transitoire et si l’intégration du transgène 

dans les chromosomes d’une cellules transfectée est possible, cet évènement reste rare. La 

Figure 39 montre qu’après la délivrance de la β-gal sous forme de protéines dans les cellules 

HeLa, le taux de protéines totales des cellules mesuré par un test à l’acide bicinchoninique 

(BCA) augmente, indiquant que les cellules traitées continuent de croître et de se diviser 

après le traitement. Au contraire, le taux de protéines après la transfection du plasmide 

pCMV- β-gal est stable, indiquant que la croissance des cellules est stoppée. Cet effet est 

probablement du aux effets toxiques de l’ADN et non au lipide cationique puisqu’on ne 

l’observe pas dans le cas de la délivrance de protéines. Ces résultats suggèrent que dans 

les cas où l’expression d’un transgène n’est nécessaire que de façon transitoire, la 

délivrance directe de la protéine correspondante permet de s’affranchir des effets toxiques 

d’une transfection, et est même souhaitable dans le cas où l’intégration du transgène dans 
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les chromosomes doit absolument être évitée, lorsque les cellules traitées doivent être 

réinjectées chez un patient par exemple.  

 

Figure 39 – Evolution du taux de protéines totales après délivrance de la β-gal sous forme de protéine ou 
via un plasmide pCMV-β-gal. Les cellules ont reçu 800ng de β-gal complexée au BGTC:DOPE au rapport 

molaire 1500 dans l'OptiMEM (ligne pleine) ou 1µg de plasmide pCMV- β-gal complexé au BGTC:DOPE au 
rapport de charge 4 (ligne pointillée). Les complexes ont été incubés avec les cellules HeLa durant 4 heures dans 
du milieu DMEM sans sérum puis le milieu a été retiré et remplacé par du DMEM contenant 10% de sérum. A 
intervalles réguliers les cellules ont été lysées et le taux de protéines totales mesuré.   

 

6.  Validation du système sur d’autres types cellulaires 

Les résultats obtenus jusque là dans cette étude l’ont tous étés sur la lignée cellulaire HeLa. 

Nous avons vérifié que le système de délivrance de protéines puisse également s’appliquer 

à d’autres types cellulaires. Nous avons donc traité, en plus des cellules HeLa, la lignée 

humaine H1299 issue d’un carcinome pulmonaire non à petites cellules, la lignée de 

myoblastes murine C2C12 et la lignée ovarienne de hamster chinois CHO-K1 par des 

complexes de BGTC:DOPE/β-gal. La Figure 40 indique que la protéine est efficacement 

internalisée par ces autres types cellulaires. Il est intéressant de noter que si des variations 

du taux d’internalisation sont observées entre ces quatre lignées, ce taux reste compris dans 

une fourchette entre 5 et 15 % de la dose de protéine initiale. Au contraire, lorsque ces 

cellules sont transfectées, on observe d’importantes variations dans l’expression du 

transgène, pouvant atteindre plusieurs ordres de grandeur. Ceci suggère que les étapes 

communes entre le transfert de gènes et le transfert de protéines, à savoir l’internalisation 

des complexes et l’échappement endosomal, ont globalement la même efficacité entre ces 

différents types cellulaires, et que ce sont les étapes en aval (importation nucléaire et 

transcription) qui semblent être un facteur limitant dans le cas du transfert de gène.  
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Figure 40 – Délivrance de la β-gal dans différents types cellulaires. Les cellules HeLa, H1299, C2C12 et 

CHO-K1 ont reçu 800 ng de β-gal complexée avec le BGTC:DOPE aux rapports molaires 1000 (barres blanches), 
1500 (barres grises) et 2000 (barres noires). Après 8h d'incubation, les cellules ont été lysées et l'activité β-gal 
mesurée.  

 

7.  Localisation intracellulaire de la protéine délivrée par le BGTC:DOPE 

Nous avons choisi de baser cette étude sur un dosage enzymatique de la β-gal dans le lysat 

des cellules traitées par les complexes lipide cationique/protéine. Ce test a pour avantage 

d’être simple à mettre en œuvre et d’être extrêmement sensible, pouvant détecter une 

quantité de β-gal de l’ordre du nanogramme. Cependant, il ne fournit aucune indication sur la 

localisation de la β-gal : la protéine dosée est-elle effectivement dans le cytoplasme des 

cellules traitées, ou bien dans les endosomes ou dans des complexes associés à la 

membrane des cellules mais non internalisés ? Pour lever l’ambigüité sur la localisation 

réelle de la protéine vectorisée par le BGTC:DOPE, nous avons effectué une coloration au 

X-gal, un substrat chromogène de la β-gal. La Figure 41 A indique que les complexes lipide 

cationique/protéine sont rapidement internalisés puisque la β-gal est détectée dans les 

cellules après 15 minutes d’incubation. Cependant, seuls 25% des cellules présentent une 

activité β- 
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A 

 

B 

 

                                   C 

 

Figure 41 – Localisation intracellulaire de la β-gal délivrée aux cellules HeLa par le BGTC:DOPE. Les 

cellules ont reçu 800ng de β-gal complexée avec le BGTC:DOPE au rapports molaire 1500. Après 15 minutes (A) 
ou 4 heures (B) d'incubation, les cellules ont été fixées et traitées au X-gal pour révéler l’activité β-gal. L’absence 
d’activité β-gal sur des cellules non traitées par les complexes a été vérifiée (C).  

 

gal dans leur cytoplasme, la protéine étant majoritairement présente dans des structures 

punctiformes qui correspondent probablement à des endosomes ou des complexes non 

dissociés. En revanche, après 4 heures d’incubation, toutes les cellules présentent une 

activité β-gal dans leurs cytoplasmes, indiquant un échappement endosomal efficace (Figure 

41 B). L’évolution de la proportion de cellules dont le cytoplasme présente une activité β-gal 

(Figure 42) montre une augmentation progressive pour atteindre un maximum à 4 heures. 

Ceci est à mettre en regard de l’évolution du taux d’internalisation de la protéine en fonction 

du temps (Figure 31) : ces résultats indiquent que même si le test enzymatique utilisé au 

cours de cette étude dose la totalité de la β-gal associée aux cellules, il reflète toutefois avec 

justesse la quantité de protéine effectivement délivrée sous forme active dans le cytosol des 

cellules traitées.  
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Figure 42 – Evolution du pourcentage de cellules positives à la β-gal en fonction du temps d’incubation 
avec les complexes. Les cellules ont reçu 800ng de β-gal complexée avec le BGTC:DOPE au rapports molaire 

1500. A intervalles réguliers, les cellules ont été fixées puis traitées au X-gal pour révéler l’activité β-gal.  
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C.  Délivrance intracellulaire de protéines fonctionnelles à destinée cytosolique 

La phase de mise au point du système de délivrance intracellulaire de protéines a montré 

que les lipides cationiques utilisés permettent la délivrance d’une enzyme bactérienne, la β-

gal, dans le cytoplasme de cellules en culture et sous sa forme active capable d’hydrolyser 

son substrat.  Toutefois, le fait que ce système de délivrance fonctionne avec cette protéine 

ne permet pas de préjuger de son efficacité avec d’autres protéines, étant donné la grande 

diversité structurale des protéines. Nous avons donc choisi de délivrer dans des cellules en 

culture d’autres protéines, eucaryotes cette fois, qui pourraient avoir un intérêt dans le 

traitement de certaines pathologies, afin de s’assurer leur délivrance dans le cytosol et de 

leur fonctionnalité.  

 

1.  Induction de l’apoptose par délivrance intracellulaire de caspase 3 

Les caspases sont une famille de protéases à sérine impliquées dans le déclenchement et le 

déroulement de l’apoptose. Ces enzymes (une quinzaine ont été décrites à cette heure), 

présentes sous forme de procaspases inactives dans le cytosol, peuvent être classées en 

caspases initiatrices (caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 et 12) et effectrices (caspases 3, 6, 7 

et 14). Les caspases initiatrices peuvent être activées par divers stimuli (activation de 

récepteurs à domaine de mort, relargage du cytochrome C par les mitochondries, granzyme 

B…) et clivent les procaspases effectrices qui, une fois activées, clivent leurs substrats 

respectifs (Hyman and Yuan, 2012). La caspase 3 notamment a un rôle central dans 

l’apoptose, avec une quarantaine de substrats connus qu’elle dégrade au niveau d’une 

séquence consensus DEVDG. Elle est responsable des changements morphologiques 

majeurs observés durant l’apoptose : condensation du noyau par destruction de la lamina 

nucléaire et activation de la protéine DFF (DNA fragmentation factor) (Liu et al., 1997), perte 

de l’intégrité du cytosquelette par clivage de la gelsoline, découplage de la membrane et du 

cytosquelette par clivage de la fodrine provoquant l’apparition de bulles membranaires ou 

blebs (Janicke et al., 1998a; Janicke et al., 1998b; Porter and Janicke, 1999). Présente dans 

le cytosol sous forme d’une proenzyme de 32 kDa, elle est clivée par les caspases 8, 9 et 10 

pour donner deux sous-unités, p17 et p12, qui associées deux à deux dans un 

héterotétramère constituent la forme active de la caspase 3 (Kumar, 1997). Elle-même est 

capable d’activer les caspases 6, 7 et 9, permettant l’amplification du signal de mort 

cellulaire.  

Ce rôle pivot de la caspase 3 dans le processus de l’apoptose nous a incités à la choisir 

parmi ses homologues pour tester la délivrance d’une protéine fonctionnelle capable de 
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déclencher un effet biologique dans des cellules en culture. Du fait de la faible masse 

molaire de cette protéine (29 kDa sous forme active), la délivrance de 800ng de protéine 

(dose optimale déterminée pour la β-gal) au rapport molaire lipide cationique/protéine de 

1500 aurait apporté plus de 40 nmoles de lipide cationique aux cellules. Nous avons observé 

précédemment qu’une telle dose de lipide provoque une perte de viabilité de plus de 40% 

des cellules (Figure 34) indépendamment des effets de la caspase. Nous avons donc choisi 

de diminuer la dose de lipide apportée aux cellules en délivrant 100ng seulement de 

caspase 3 formulée au rapport molaire 1500, soit 3,4 pmoles de caspase 3 et 5,17 nmoles 

de lipide cationique. Comme contrôle, les cellules ont reçu 1,64 µg de β-gal formulée au 

rapport molaire 1500, soit 3,4 pmoles de β-gal et 5,17 nmoles de lipide cationique. Cette 

équivalence dans les doses de lipide cationique nous a permis de s’affranchir de la toxicité 

induite par ce dernier pour ne mesurer que la toxicité induite par la caspase 3.  

 

 

Figure 43 – Induction de l’apoptose  dans les cellules HeLa par délivrance intracellulaire de caspase 3 
active. Les cellules ont reçu 1,64 µg de β-gal (barres blanches) ou 100ng de caspase 3 active (barres noires) 

complexée au BGTC:DOPE ou à la TGKC:DOPE au rapport molaire 1500. Les complexes lipide 
cationique/protéine ont été déposés sur les cellules dans un milieu sans sérum. Après 4 heures d’incubation, du 
sérum a été ajouté (10%) et les cellules ont été incubées 48 heures au total avant évaluation de la survie 
cellulaire par un test MTT.  

 

La Figure 43 montre que la délivrance de caspase 3 active dans les cellules HeLa permet 

d’induire une baisse de viabilité de 20 % lorsqu’elle est délivrée par le BGTC:DOPE et de 

50% lorsqu’elle est délivrée par la TGKC:DOPE, par rapport à la délivrance d’une protéine 

sans lien avec l’apoptose, la β-gal. Cette différence dans l’efficacité des deux vecteurs est 

cohérente avec ce qui avait été observé précédemment avec la délivrance de β-gal (Figure 
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35). La baisse de viabilité qui est observée est cependant modérée, ce peut être attribuée à 

deux facteurs. D’une part, la faible dose de caspase 3 apportée aux cellules (100ng) est 

probablement sous-optimale. D’autre part, il a été récemment décrit que les cellules 

subissant l’apoptose induite par la caspase 3 sécrètent des facteurs de croissance 

favorables à la prolifération des cellules avoisinantes. En particulier, le clivage par la 

caspase 3 de la phospholipase A2 calcium-indépendante (iPLA2) active cette dernière et 

entraîne la production d’acide arachidonique et de prostaglandine E2. Le relargage de ces 

puissants médiateurs lipidiques dans le milieu extracellulaire par les cellules mourantes 

entraîne la prolifération des cellules voisines non touchées par l’apoptose. Ce mécanisme 

original, nommé  phœnix rising  par ses découvreurs, jouerait un rôle clé dans la cicatrisation 

après une lésion (Li et al., 2010), mais également dans la résistance de tumeurs à la 

radiothérapie, où les cellules mourantes stimuleraient la croissance des cellules survivantes 

(Huang et al., 2011), et permettrait d’expliquer pourquoi la caspase 3 délivrée par les lipides 

cationiques ne provoque pas la mort de la majorité des cellules. Plus important, ce 

mécanisme empêche d’envisager la délivrance de caspase 3 in vivo comme biothérapie pour 

le traitement de cancers par exemple, rendant cette stratégie inefficace voir potentiellement 

dangereuse dans l’état actuel des connaissances. Cependant, nos résultats montrent que 

les lipides cationiques sont capables de délivrer une enzyme effectrice, la caspase 3, sous 

forme fonctionnelle dans le cytosol de cellules HeLa en culture où elle peut induire 

l’apoptose.  

 

2.  Délivrance intracellulaire d’anticorps 

Parmi les applications potentielles de la délivrance intracellulaire de protéines, une des plus 

prometteuses serait la délivrance d’anticorps fonctionnels au sein de cellules vivantes. Les 

anticorps, sous forme de sérum, sont utilisés depuis plus d’un siècle dans le traitement de 

maladies infectieuses : Behring et Kitasato démontrent dès 1892 qu’un sérum peut conférer 

l’immunité contre la diphtérie (Strohl and Knight, 2009; Both et al., 2012). Durant le 20ème 

siècle, l’utilisation d’anticorps sera essentiellement cantonnée au traitement des maladies 

infectieuses et des envenimations. La découverte de leur structure dans les années 1960 

puis de la technologie des hybridomes en 1975 (Kohler and Milstein, 1975) a mené à la mise 

sur le marché en 1986 du premier anticorps monoclonal utilisé en médecine humaine, le 

Muromonab-CD3, un anticorps murin anti-CD3 utilisé dans la prévention du rejet de greffe 

(An, 2010). Depuis, un grand nombre d’immunoglobulines monoclonales ont été 

développées et sont utilisées dans le traitement de pathologies variées, comme le 

Trastuzumab pour certains cancers du sein (Bange et al., 2001) ou le Rituximab pour les 
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syndromes myéloprolifératifs ou inflammatoires (Maloney, 2012). Le point commun entre 

tous ces anticorps est qu’ils ciblent des antigènes extracellulaires ou membranaires. L’accès 

à des cibles intracellulaires est interdit par la membrane plasmique qui empêche le passage 

de ces protéines. Pourtant, de nombreuses cibles potentielles existent dont le blocage 

pourrait s’avérer bénéfique pour le traitement de certaines pathologies. Nous avons donc 

appliqué notre système de délivrance intracellulaire de protéines à la vectorisation 

d’anticorps vers le cytoplasme de cellules en culture.  

 

a Délivrance d’un anticorps anti-β-tubuline 

Nous avons dans un premier temps tenté de délivrer dans des cellules HeLa un anticorps 

dirigé contre la β-tubuline. Les microtubules sont des structures de grandes dimensions et 

donnent un marquage spécifique facilement observable. La Figure 44 montre cependant que 

l’incubation des cellules avec des complexes BGTC:DOPE/anticorps anti-β-tubuline donne 

un marquage punctiforme, non spécifique de la β-tubuline. Il semble donc que le 

BGTC:DOPE ne soit pas capable de délivrer cet anticorps dans le cytoplasme de cellules 

HeLa sous sa forme fonctionnelle.  

 

 

Figure 44 – Observation de cellules HeLa incubées avec des complexes BGTC:DOPE/anticorps anti-β-tubuline. Les 

cellules ont reçu 750ng d’anticorps complexé au BGTC:DOPE au rapport molaire 1500. Après 4 heures d’incubation avec les 

complexes, les cellules ont été lavées, fixées et les noyaux marqués au DAPI avant observation sous un microscope à 

épifluorescence.  
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Afin de déterminer quelle étape du processus de délivrance de cette protéine dans le 

cytoplasme des cellules ne fonctionne pas dans ce cas, nous avons étudié plus précisément 

la localisation de la protéine par microscopie confocale avec un contre-marquage des 

contours cellulaires à l’iodure de propidium. La Figure 45 montre que si certains complexes 

sont associés à la membrane plasmique sur sa face extracellulaire, la majorité d’entre eux 

est répartie de façon ponctuelle dans le cytoplasme. Ceci indique que les lipolexes sont 

internalisés par les cellules mais que l’anticorps n’atteint pas le cytosol, indiquant un 

probable défaut d’échappement endosomal. Il semble donc que si la DOPE permet 

l’échappement endosomal de complexes BGTC:DOPE/β-gal de par ses propriétés 

fusogéniques, les propriétés physicochimiques des complexes BGTC:DOPE/anticorps 

empêchent son action déstabilisatrice sur la membrane des endosomes.  

 

 

Figure 45 - Observation de cellules HeLa incubées avec des complexes BGTC:DOPE/anticorps anti-β-tubuline. Les 

cellules ont reçu 750ng d’anticorps complexé au BGTC:DOPE au rapport molaire 1500. Après 4 heures d’incubation avec les 

complexes, les cellules ont été lavées, fixées et contre-marquées à l’iodure de propidium avant observation sous un 

microscope confocal à balayage laser. Dix plans focaux de 400nm de profondeur ont été superposés. Deux plans de coupe en 

x et y (lignes blanches) sont présentés dans les bandeaux inférieur et droit. 

 

L’inefficacité de la DOPE dans ce cas de figure nous a amenés à utiliser un nouveau lipide 

neutre particulièrement efficace pour promouvoir l’échappement endosomal, le MM27 

(Figure 46), dont l’action est basée sur un mécanisme différent de celui de la DOPE. Ce 

composé initialement développé pour améliorer l’efficacité de transfection d’acides 

nucléiques par les lipides cationiques porte un groupement imidazole protonable permettant 
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la rupture de l’endosome par un mécanisme d’éponge à protons (Mevel et al., 2008; Midoux 

et al., 2009; Billiet et al., 2012).  

 

 

Figure 46 – Structure du MM27 

Nous avons donc formulé l’anticorps anti-β-tubuline à des liposomes de BGTC:MM27. 

L’observation en épifluorescence des cellules traitées par ces complexes s’est avérée 

difficile car leurs membranes plasmiques étaient recouvertes de complexes fluorescents 

empêchant l’observation précise du cytoplasme. En revanche, l’observation en microscopie 

confocale nous a permis d’obtenir des plans de coupe du cytoplasme exempts du signal de 

la membrane plasmique (Figure 47 A). On distingue dans le cytosol des structures 

filamenteuses similaires à celles obtenues avec l’anticorps anti-β-tubuline par un marquage 

en immunofluorescence classique sur cellules perméabilisées (Figure 47 B). Ceci indique 

que le MM27 permet l’échappement endosomal des complexes lipide/protéine. Le marquage 

des microtubules est cependant de qualité médiocre par rapport à celui obtenu sur cellules 

perméabilisées. Ceci peut s’expliquer par deux raisons. i) Les microtubules n’étant pas 

nécessairement parallèles au plan de coupe, l’imagerie confocale ne permet pas ici de les 

visualiser sur toute leur longueur. ii) L’anticorps utilisé ici est fourni dans une solution 

contenant 1% de BSA comme agent stabilisateur, soit cent fois plus de BSA que d’anticorps 

(m/m). Si la présence de cette protéine ne gêne en rien le marquage des microtubules dans 

un protocole d’immunofluorescence classique, elle est en revanche susceptible d’entrer en 

compétition avec l’anticorps lors de la formation des complexes avec le lipide cationique. 

Ainsi, la dose d’anticorps effectivement délivrée dans les cellules serait largement sous-

optimale.  
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Figure 47 - Délivrance d’un anticorps anti-β-tubuline par le BGTC:MM27 dans les cellules HeLa. (A) Les cellules ont 

reçu 750ng d’anticorps complexé au BGTC:MM27 au rapport molaire 1500. Après 4 heures d’incubation avec les 

complexes, les cellules ont été lavées, fixées et les noyaux marqués au ToPro-3 avant observation sous un microscope 

confocal à balayage laser. Acquisition d’un plan focal de 400nm d’épaisseur passant par le cytoplasme (B) Marquage des 

microtubules par l’anticorps anti β-tubuline sur cellules HeLa fixées au paraformaldéhyde et perméabilisées au Triton X-100. 

Marquage des noyaux au DAPI et observation sous un microscope à épifluorescence.  

 

b Délivrance d’un anticorps anti-kératine 8 

Suite à ces observations, nous avons délivré par les lipides cationiques un anticorps anti-

cytokératine 8 (K8) dans les cellules HeLa. Cet anticorps présentait l’avantage de ne pas 

inclure de BSA ni aucune autre protéine dans sa formulation commerciale, et était donc 

susceptible de donner de meilleurs résultats que l’anticorps anti-β-tubuline utilisé 

précédemment. Afin d’étudier plus en avant l’influence du colipide sur l’efficacité de 

délivrance de l’anticorps, nous avons vectorisé l’anticorps par le BGTC, seul ou formulé à la 

DOPE ou au MM27. Nous avons également délivré l’anticorps au moyen de la DOSP, 

formulée ou non à ces colipides, afin d’observer une éventuelle influence du lipide cationique 

sur l’efficacité du système. La Figure 48 A montre que le BGTC utilisé seul ne permet pas de 

délivrer l’anticorps dans le cytosol des cellules traitées, ce qui est peu surprenant étant 

donné que cette formulation ne contient pas de composé susceptible de favoriser 

l’échappement endosomal. La Figure 48 B confirme que la DOPE est inefficace pour 

promouvoir cette phase dans le cas de la délivrance d’un anticorps. En revanche, le colipide 

MM27 permet la délivrance de l’anticorps dans le cytosol (Figure 48 C), avec une efficacité 

cependant limitée puisque moins de 10 % des cellules présentent un marquage des 

filaments de kératine (l’efficacité des différents vecteurs est indiquée dans la Figure 49). La 

DOSP utilisée seule s’est également avérée inefficace (Figure 48 D) et d’une efficacité 
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limitée (15 %) lorsqu’elle est formulée avec la DOPE (Figure 48 E). On notera que les 

complexes DOSP:DOPE/anticorps se présentent sous la forme d'aiguilles de grande taille 

peu susceptibles d'entrer dans les cellules. En revanche, l’ajout du MM27 à la formulation 

permet d’augmenter drastiquement l’efficacité du système puisque près de 70 % des cellules 

traitées présentent un marquage des filaments de kératine (Figure 48 F). Ce résultat 

confirme que le MM27 permet un échappement endosomal efficace et montre que la DOSP, 

peu active par elle-même, constitue un vecteur efficace lorsqu’elle est formulée à un colipide 

adéquat, du moins dans le cas de la délivrance d’un anticorps.  
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Figure 48 – Délivrance d’un anticorps anti-K8 dans les cellules HeLa. Les cellules ont reçu 750ng d’anticorps complexé 

au rapport molaire 1500 à différents lipides : BGTC (A), BGTC:DOPE (B), BGTC:MM27 (C), DOSP (D), DOSP:DOPE (E), 

DOSP:MM27 (F et G). Après 4 heures d’incubation avec les complexes, les cellules ont été lavées, fixées et les noyaux 

marqués au DAPI avant observation sous un microscope à épifluorescence. (G) Observation à fort grossissement des cellules 

traitées par les complexes DOSP:MM27/anticorps. (H) Observation de cellules fixées au méthanol et perméabilisées à 

l’acétone avant marquage du cytosquelette par l’anticorps anti-kératine 8.  

 

L’observation des cellules incubées avec les complexes DOSP:MM27/anticorps à fort 

grossissement (Figure 48 G) confirme que les filaments de kératine sont intensément 

marqués par l’anticorps. Le marquage est similaire à celui obtenu avec le même anticorps 

sur des cellules fixées et perméabilisées (Figure 48 H), toutefois on notera que les filaments 

marqués sur les cellules vivantes sont fins et bien individualisés alors qu’ils semblent 

groupés en faisceaux épais sur les cellules fixées. Le processus de fixation des cellules au 

méthanol, provoquant la déshydratation des protéines et leur coagulation, est certainement 

responsable de cet aspect en faisceaux des filaments de kératine. Les cellules traitées par 

les liposomes de DOSP:MM27/anti-K8 n’ayant pas subi une telle déshydratation, il est 

probable que le marquage de leur cytosquelette reflète mieux la réalité qu’un marquage 

obtenu à l’aide de techniques susceptibles de générer des artefacts.   
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Figure 49 – Efficacité de délivrance de l’anticorps anti-K8 en fonction du vecteur. Les cellules ont reçu 750ng 

d’anticorps complexé aux lipides cationiques au rapport molaire 1000. Après 4 heures d’incubation, les cellules ont été 

lavées, fixées et les noyaux comptés au DAPI avant observation sous un microscope à épifluorescence. Le comptage des 

noyaux et des cellules positives a été effectué sur 3 lames par condition.  

 

3.  Délivrance d’une protéine cationique à destinée nucléaire 

Toutes les protéines que nous avons délivrées dans des cellules en culture au moyen de 

lipides cationiques ont été, à ce stade, des protéines anioniques, susceptibles de former 

facilement un complexe avec les lipides cationiques par le biais d’interactions 

électrostatiques. Nous nous sommes également intéressés au cas d’une protéine cationique 

à destinée nucléaire. La délivrance de ce type de protéines est particulièrement intéressante 

dans le domaine des cellules-souches pluripotentes induites (iPSc). Ces cellules 

pluripotentes sont généralement dérivées de cellules somatiques différenciées, par la 

surexpression de facteurs de transcription tels que Oct-3/4, Sox-2, Klf-4, c-Myc, Nanog ou 

Lin-28 (Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007). Ces transgènes délivrés au moyen 

de virus ou de plasmides sont susceptibles de s’intégrer dans les chromosomes des cellules 

traitées, interdisant leur utilisation en médecine régénérative (Yu et al., 2007). La délivrance 

de ces facteurs directement sous forme protéique, par le biais de domaines de transduction 

(PTD) permet de générer des cellules iPSc sans intégration mais l’efficacité d’un tel système 

est limitée (0.001 % de reprogrammation) et sa toxicité importante (Kim et al., 2009). La 

délivrance de ces facteurs de transcription par le biais de lipides cationiques pourrait 

permettre la génération efficace de cellules iPSc sans intégration génomique, cependant 

beaucoup de protéines interagissant avec l’ADN, dont Sox-2, Klf-4 et Lin-28, sont 
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positivement chargées à pH physiologique, compromettant la formation d’un complexe stable 

avec les lipides cationiques. Nous avons donc choisi de vectoriser dans des cellules en 

culture une protéine chargée positivement et à localisation nucléaire, l’histone H1de veau 

conjuguée à l'Alexa488, afin d’évaluer la capacité des lipides cationiques à délivrer une telle 

protéine non seulement dans des cellules en culture, mais également jusqu’au noyau où ce 

type de protéines est habituellement localisé.  

Nous avons dans un premier temps tenté de délivrer l’histone H1 dans les cellules HeLa par 

le BGTC:DOPE en suivant le protocole mis au point pour la  β-gal. De façon surprenante, le 

système de délivrance s’est avéré fonctionnel et les conditions de formulation proches de 

celles de la β-gal (500ng de protéine complexée au BGTC:DOPE au rapport molaire 1500). 

La Figure 50 A-C montre que l'histone est présente dans les noyaux de 60% des cellules 

après 4 heures d'incubation. Il est intéressant de noter que l'histone libre est capable de 

rentrer spontanément dans les cellules mais s'accumule dans les endosomes sans accéder 

au cytoplasme (Figure 50 G-I). Il semble donc que dans le cas de l'histone, les liposomes de 

BGTC:DOPE jouent un rôle prépondérant au niveau de l'échappement endosomal alors 

qu'ils ne sont pas essentiels pour le franchissement de la membrane plasmique.  

Les cellules HeLa utilisées jusqu'ici constituent un modèle intéressant pour le 

développement du système de délivrance intracellulaire de protéines, en revanche elles ne 

sauraient être utilisées dans le cadre de la génération de cellules iPSC qui sont dérivées de 

cellules primaires. Ce genre de cellules étant réputé difficile à transfecter par des acides 

nucléiques, nous avons délivré l'histone H1 dans des cellules mésenchymateuses primaires 

de souris (CSM) afin de vérifier si une telle limitation existe concernant la délivrance de 

protéines.  La Figure 50 D-E montre que l'histone est présente dans les noyaux de 40% des 

CSM traitées. Ce résultat est à mettre en regard des résultats obtenus sur plusieurs lignées 

cellulaires (Figure 40) où l'on retrouve des taux similaires de protéine internalisée alors que 

les taux de transfection des acides nucléiques diffèrent largement. Ceci semble confirmer 

que dans le cas de cellules difficiles à transfecter, les étapes en aval de l'échappement 

endosomal semblent être le facteur limitant puisque les taux de délivrance de protéine sont 

similaires à ceux de cellules facilement transfectables comme la lignée HeLa.  
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Figure 50 – Délivrance d’histone H1 par le BGTC :DOPE dans des cellules en culture. (A-C) Cellules HeLa + 

complexes ; (D-F) Cellules souches mésenchymateuses murines + complexes. Les cellules ont reçu 500ng d’histone H1 

formulée au BGTC:DOPE au rapport molaire 1500. Comme contrôle, des cellules HeLa ont reçu 500ng d'histone H1 libre. 

Après 4h d'incubation, les cellules ont été lavées, fixées et les noyaux marqués au DAPI avant observation sous un 

microscope à épifluorescence. (A-D-G) DAPI; (B-E-F) Alexa 488; (C-F-I) Overlay. 

 

 

La DOSP s'étant révélée être un vecteur particulièrement efficace sous certaines conditions, 

nous avons délivré l'histone H1 à l'aide de DOSP:DOPE et de DOSP:MM27. La Figure 51 A-

C montre que la DOSP:DOPE permet de délivrer la protéine dans les noyaux de 45% des 

cellules, un taux comparable à celui du BGTC:DOPE. En revanche, la DOSP:MM27 permet 

la délivrance de l'histone dans 90% des noyaux (Figure 51 D-F). Ce résultat rejoint ceux 

observés dans le cas de la délivrance d'anticorps et montre que le MM27 est nettement plus 

efficace que la DOPE pour promouvoir l'échappement endosomal, qui semble être le facteur 

limitant l'accès de l'histone dans le cytoplasme.  
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Figure 51 - Délivrance d’histone H1 par la DOSP dans des cellules Hela. Les cellules ont reçu 500ng d’histone H1 

formulée à la DOSP:DOPE (A-C) ou à la DOSP:MM27 (D-F) au rapport molaire 1500. Après 4h d'incubation, les cellules 

ont été lavées, fixées et les noyaux marqués au DAPI avant observation sous un microscope à épifluorescence. (A-D) DAPI; 

(B-E) Alexa 488; (C-F) Overlay. 

 

Les résultats encourageants obtenus sur la délivrance d'histone montrent que les lipides 

cationiques peuvent efficacement délivrer cette protéine dans le cytoplasme des cellules 

traitées, où elle est prise en charge par le système d'importation nucléaire pour s'accumuler 

dans le noyau. Cependant, ils soulèvent une question cruciale : l'histone H1 possédant une 

nette charge positive à pH physiologique, il est peu probable que le mécanisme de 

délivrance de cette protéine repose sur la formation d'un complexe avec les lipides 

cationiques. Une étude des propriétés physicochimiques du mélange lipides 

cationiques/histone H1 est donc nécessaire pour déterminer la présence – ou non – de 

complexes et le mode d'action des vecteurs dans ce cas particulier.  
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D.  Propriétés physicochimiques des complexes lipide cationique/protéines 

L'activité de vectorisation des lipides cationiques est intimement liée aux propriétés 

physicochimiques des complexes qu'ils forment avec les acides nucléiques : taille des 

particules, charge, organisation supramoléculaire, état de complexation du lipide et du cargo 

(Almofti et al., 2003a; Ma et al., 2007; Barteau et al., 2008). Nous avons donc étudié dans le 

cas de la délivrance intracellulaire de protéines l'influence de ses paramètres sur l'efficacité 

des systèmes de vectorisation en appliquant l'approche utilisée pour les acides nucléiques à 

l'étude des complexes BGTC:DOPE/ β-gal.  

 

1.  Propriétés des complexes BGTC:DOPE/ β-gal 

a Complexation de la β-gal par le BGTC:DOPE 

Dans un premier temps, nous avons évalué l'efficacité de complexation des protéines par les 

lipides cationique. Dans le cas des acides nucléiques, ce paramètre est généralement 

déterminé en mesurant la fluorescence de l'ADN ou de l'ARN en présence de bromure 

d'éthidium (BET) et de lipides cationiques (Xu and Szoka, Jr., 1996; Ferrari et al., 1998; 

Barteau et al., 2008). Plus l'acide nucléique est complexé par les lipides, moins la double 

hélice est accessible au BET et la fluorescence de la solution diminue en proportion. Un 

autre technique repose sur l'electrophorèse en gel d'agarose des complexes à analyser : 

seul les acides nucléiques libres peuvent migrer dans le gel, la mesure de l'intensité des 

bandes résultantes reflète donc l'état de complexation.   

Nous avons adapté cette technique d'électrophorèse à l'analyse des complexes lipide 

cationique/ADN en utilisant l'électrophorèse sur gel de polyacrylamide, en conditions non 

dénaturantes pour ne pas perturber l'assemblage supramoléculaire des complexes. La 

Figure 52 A montre que la complexation de la β-gal par le BGTC:DOPE est efficace dans un 

tampon 120mM NaCl – 20mM HEPES pH 7,4 puisque pour des rapports molaires supérieurs 

à 200, la totalité de la protéine est contenue dans les complexes. En revanche, lorsque la 

complexation a lieu dans le milieu OptiMEM, elle est nettement moins efficace puisque 

même pour un rapport molaire de 2000, de la β-gal libre migre encore dans le gel (Figure 52 

B). Cette différence s'explique facilement par la présence dans l'OptiMEM de nombreux 

solutés, dont des protéines, qui sont susceptibles d'entrer en compétition avec la β-gal pour 

se lier au BGTC. Ce résultat est toutefois surprenant dans la mesure où ces complexes 

formés dans l'OptiMEM sont huit fois plus efficaces que ceux formés dans  120mM NaCl – 
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20mM HEPES pH 7,4 pour internaliser la β-gal dans les cellules HeLa (Figure 36). Une autre 

propriété physicochimique de ces complexes doit donc être responsable de leur efficacité.  

 

A 
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Figure 52 – Mesure de la complexation de la β-gal par le BGTC:DOPE par PAGE. Chaque piste a été chargée avec 1µg 

de β-gal complexée au BGTC:DOPE à différents rapports molaires lipide cationique/protéine (indiqués au dessus des pistes). 

Les complexes ont été formés dans 120mM NaCl – 20mM HEPES pH 7.4 (A) ou dans le milieu OptiMEM (B). Gel de 

stacking 5%, resolving 7%. Après 2h de migration à 80V, la β-gal a été révélée au bleu de Coomassie.  

 

b Stabilité colloïdale des complexes BGTC:DOPE/β-gal 

La taille des complexes à base de lipides cationiques est un facteur clé de leur efficacité. En 

effet, elle influe directement sur leur capacité à sédimenter sur des cellules en culture et sur 

les voies d'endocytose par lesquelles ils sont internalisés. Dans le cas de complexes basés 

sur l'ADN, il a été proposé un modèle de stabilité colloïdale à trois zones basé sur la taille 

des complexes en fonction du rapport de charge lipide cationique/ADN (Pitard et al., 1997; 

Pitard et al., 1999). Ce modèle a ensuite été appliqué avec succès à des complexes à base 

de siRNA (Desigaux et al., 2007). Nous avons donc cherché à déterminer si un tel modèle 

de stabilité colloïdale peut s'appliquer aux complexes basés sur des protéines.  
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Figure 53 – Stabilité colloïdale des complexes BGTC:DOPE/β-gal.  1µg de β-gal a été complexé au BGTC:DOPE à 

différents rapports molaires dans un tampon NaCl 120mM – 20mM HEPES pH 7,4 (A) ou dans du milieu OptiMEM (B). La 

taille des complexes résultants a été mesurée par diffusion quasi-élastique de la lumière. 

0 

200 

400 

600 

800 

0 500 1000 1500 2000 

D
ia

m
è
tr

e
 m

o
y
e
n

 (
n

m
) 

Rapport  molaire 

0 

200 

400 

600 

800 

0 500 1000 1500 2000 

D
ia

m
è
tr

e
 m

o
y
e
n

  
(n

m
) 

Rapport molaire 



Résultats - Chapitre 4 

163 
 

 

La Figure 53 A montre que ce modèle à trois zones s'applique aux complexes 

BGTC:DOPE/β-gal formés dans 120mM NaCl – 20mM HEPES pH 7,4. On peut définir une 

zone A pour les rapports molaires inférieurs à 100 où les complexes sont stables et de petite 

taille avec un diamètre moyen de 120 nm. La charge théorique de la la β-gal étant de -154, 

les particules résultantes sont chargées négativement jusqu'à un rapport molaire voisin de 

80 et leur répulsion électrostatique empêche leur agrégation. Pour des rapports molaires 

supérieurs, on observe une augmentation rapide de la taille des complexes (neutralisation 

électrique et agrégation par interaction hydrophobe) jusqu'à une large zone B correspondant 

à des particules colloïdalement instables, avec un diamètre supérieur à 700nm. A des 

rapports supérieurs à 1000,  le large excès de lipide cationique apporte des charges 

positives permettant la répulsion électrostatique des complexes : on observe une diminution 

de la taille des complexes vers une zone C de stabilité colloïdale. Au rapport molaire de 

1500, optimal pour internaliser la β-gal, ces complexes ont un diamètre moyen de 300nm.  

En revanche, dans le cas de complexes BGTC:DOPE/β-gal formés dans l'OptiMEM (Figure 

53 B), l'agrégation des complexes due aux solutés entraîne une augmentation de taille 

rapide vers une zone d'instabilité colloïdale même pour les rapports molaires élevés. La 

grande taille de ces complexes formés dans l'OptiMEM (> 700nm) permet d'expliquer leur 

efficacité par rapport aux complexes formés dans  120mM NaCl – 20mM HEPEs pH 7,4 

malgré leur incapacité à complexer efficacement la protéine. D'une part, étant moins soumis 

au mouvement brownien, ils sont plus aptes à sédimenter sur les cellules que les complexes 

de 300nm formés dans 120mM NaCl – 20mM HEPES pH 7,4. D'autre part, il a été rapporté 

dans le cas du transfert de gène que la taille des complexes influe sur leur voie d'entrée 

dans la cellule. Même si ces voies semblent être variables en fonction du type cellulaire 

traité, un consensus semble établi sur le fait que des complexes de grande taille ont une 

activité de transfection supérieure aux petits complexes (Ross and Hui, 1999; Almofti et al., 

2003b). D'autre part, des complexes de grand diamètre sontplus à même de provoquer la 

rupture de la membrane endosomale et d'accéder au cytosol (Escriou et al., 1998). Il semble 

là encore que ces règles s'appliquent aux complexes lipide cationique/protéine.  

 

c Morphologie des complexes BGTC:DOPE/ β-gal 

Pour mieux comprendre le mode d'action des complexes de BGTC:DOPE/ β-gal, nous avons 

analysé leur morphologie par microscopie électronique à transmission 
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Figure 54 – Observation en cryo-TEM de liposomes de BGTC:DOPE non complexés 

 

(cryo-TEM). La Figure 54 montre que le BGTC:DOPE forme des liposomes unilamellaires ou 

oligolamellaires, sphériques, d'un diamètre moyen de 120nm en accord avec les données 

obtenues par diffusion quasi-élastique de la lumière. En revanche, lorsque ces liposomes 

sont complexés à la β-gal au rapport molaire de 1500, on observe une importante agrégation 

des liposomes, ceux-ci gardant toutefois une forme sphérique (Figure 55 A-C). Cela révèle 

une importante interaction entre la β-gal et les liposomes. Des densités protéiques sont 

présente au sein des complexes, pouvant former des jonctions entre deux membranes 

adjacentes (Figure 55, flèches noires), révélant la capacité de la β-gal à induire des 

déformations des bicouches lipidiques. L'épaisseur de telles jonctions est d'environ 10nm, 

compatible avec la présence d'une monocouche de β-gal en considérant que  
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Figure 55 – Observation en cryo-TEM de complexes BGTC:DOPE/ β-gal formulés à différents rapports molaires. (A-C) 

Rm = 1500; (D-F) RM = 750 ; (G-I) RM = 375. Flèches noires : jonctions protéiques entre deux membranes lipidiques. 

Flèches blanches : couche de protéine en surface des lipolexes. Barres d'échelle : 0,5µm (A, D, G) et 50nm (B, C, E, F, H, I). 

 

celle-ci est un tétramère de 175 x 135 x 90 Å (Jacobson et al., 1994). La protéine est en 

revanche absente de la surface des complexes : cette disposition autorisant un contact étroit 

entre le complexes et la membrane endosomale, l'échappement endosomal des complexes 

contenant de la DOPE repose probablement sur un mécanisme de fusion. Pour mieux 

observer l'interaction entre la β-gal et les liposomes, nous avons diminué le rapport molaire. 

Aux rapports de 750 (Figure 55 D-F) et 375 (Figure 55 G-I), les complexes sont plus 

compacts du fait de la présence d'une proportion accrue de protéine. Au rapport de 375 

notamment, on observe des densités protéiques à la surface des complexes (Figure 55, 

flèches blanches). Ces observations suggèrent que la formation des complexes est 

provoquée par des interactions lipide/protéine, due aux forces électrostatiques et aux forces 

de Van der Waals.  
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2.  Propriétés des complexes lipide cationique/anticorps 

Les anticorps présentant des propriétés physicochimiques différentes de la β-gal, nous 

avons également analysé par cryo-TEM la morphologie des complexes qu'ils forment avec le 

BGTC:DOPE  afin d'observer d'éventuelles différences. Comme dans le cas de la β-gal, on 

observe au rapport molaire de 1500 une forte agrégation des liposomes (Figure 56 A-C), en 

revanche la protéine n'est pas visible. Cela peut s'expliquer par le fait que l'anticorps est trois 

fois moins massif que la β-gal, et donc encore moins détectable. En revanche, au rapport 

molaire de 375, on retrouve la protéine à la surface des complexes (Figure 56 D-F). Ces 

observations suggèrent que la formation des complexes est là aussi provoquée par des 

interactions lipide/protéine conduisant à l'agrégation des liposomes, avec une déformation 

des membranes lipidiques sans véritable remaniement. Là encore, l'absence de protéine en 

surface des complexes permet d'envisager un mécanisme d'échappement endosomal par 

fusion; même si cette étape est probablement insuffisante au vu du faible taux de délivrance 

observé 

 

²

 

Figure 56 - Observation en cryo-TEM de complexes BGTC:DOPE/anticorps anti-K8 formulés aux rapports molaires de 

1500 (A-C) et 375 (D-F).  Flèches noires : couche de protéine en surface des lipolexes. Barres d'échelle : 0,5µm (A, D) et 

50nm (B, C, E, F).  
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Il est intéressant de noter que lorsque la solution d'anticorps contient de la BSA comme 

stabilisateur, on retrouve cette dernière à la surface des complexes sous forme d'épaisses 

densités protéiques empêchant l'agrégation des liposomes entre eux (Figure 57). Ceci 

permet d'expliquer la faible efficacité de délivrance de l'anticorps anti-β-tubuline par le 

BGTC:DOPE (Figure 47) : en plus de la compétition entre la BSA et l'anticorps pour se lier 

aux liposomes, la présence de BSA en surface empêche la formation de grands complexes 

aptes à sédimenter sur les cellules, et est 

 

Figure 57 – Observation en cryo-TEM de complexes BGTC:DOPE/anticorps anti-β-tubuline formulés aux rapports 

molaires de 1500 Flèche noire : couche de protéine en surface du lipolexe. Barre d'échelle : 50nm.  

susceptible de limiter fortement le contact entre la membrane endosomale et le complexe, 

empêchant le mélange de la DOPE avec les phospholipides membranaires et donc le bon 

déroulement de l'échappement endosomal.  

Nous nous sommes ensuite intéressés aux complexes formés par la DOSP:MM27 et un 

anticorps pour déterminer si leurs caractéristiques permettent d'expliquer leur efficacité. La 

Figure 58 A-B montre que la DOSP:MM27 seule ne forme pas de liposomes mais des 

agrégats diffus au sein desquels les lipides sont rassemblés en microdomaines d'une 

vingtaine de nanomètres, sans structure ou organisation précise. Notamment, on ne retrouve 

pas la présence de bicouches lipidiques comme avec le BGTC:DOPE. Le mélange de 

DOSP:MM27 avec l'anticorps entraîne en revanche des changements structurels importants. 

Les complexes se présentent comme des agrégats micrométriques d'éléments sphériques 

(Figure 58 C). Ces éléments sont eux-mêmes constitués de couches lipidiques 

concentriques, formant une structure en oignon couverte de densités protéiques (Figure 58 

D, flèche noire). Il s'est avéré que la formation de ces structures concentriques est due non 

pas à l'anticorps lui-même mais aux phosphates présents dans sa formulation commerciale, 

puisque le mélange de DOSP:MM27 à une solution contenant 1mM de phosphates mais 

sans anticorps a conduit à l'observation de tels objets.  
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    A     B 

  

    C     D 

  

Figure 58 - Observation en cryo-TEM de DOSP:MM27 non complexée (A-B) et de complexes DOSP:MM27/anticorps 

anti K8 (C-D) formulés au rapport molaire de 375. Barres d'échelle : 0,5µm (A, C) et 50nm (B, D) 

 

Cette organisation rappelle celle observée dans le cas de complexes lipide cationique/acides 

nucléiques (Pitard et al., 1999; Desigaux et al., 2007), mais dans ce cas on retrouve l'acide 

nucléique au sein du complexe entre les couches lipidiques, alors que dans le cas présent la 

protéine est retrouvée uniquement en surface. Nous avons également observé la présence 

de structures multilamellaires dans les complexes DOSP:DOPE/anticorps, mais sans 
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organisation concentrique comme avec le MM27. Cette organisation permet d'expliquer 

l'efficacité d'internalisation des complexes formés avec cet anticorps et contentant du MM27 : 

bien que la présence de protéines en surface puisse empêcher l'accolement des complexes 

à la membrane endosomale, le mécanisme d'action du MM27 repose sur un effet 

endosomolytique d'éponge à protons et la fusion des membranes ne semble pas nécessaire. 

La grande quantité de MM27 présente au sein des structures multilamellaires concentriques 

offre probablement une grande capacité d'absorbtion des protons à ces complexes, 

permettant de tamponner efficacement le pH des endosomes tardifs et de provoquer leur 

rupture par choc osmotique.  

 

3.  Propriétés du mélange BGTC:DOPE / histone H1 

L'histone H1 possède à pH physiologique une charge théorique de + 53. Il est donc peu 

probable qu'elle soit à même de former un complexe avec les lipides cationiques. Nos 

résultats montrent cependant que les lipides cationiques permettent sa délivrance dans le 

cytosol. Nous avons donc étudié les propriétés physicochimiques d'un mélange 

BGTC:DOPE / histone H1 afin de déterminer si un complexe est formé et quel peut être le 

mode d'action des lipides cationiques dans ce cas précis.  

 

a Complexation de l'histone H1 par le BGTC:DOPE 

Nous avons étudié l'état de complexation de l'histone H1  par électrophorèse comme dans le 

cas de la β-gal. Cependant, la charge positive de l'histone se prêtant mal à une 

électrophorèse en conditions non dénaturantes, nous avons recherché par SDS-PAGE la 

présence d'histone libre dans le milieu de formulation après élimination des éventuels 

complexes par centrifugation. La Figure 59 indique que la quantité d'histone libre est la 

même quel que soit le rapport molaire utilisé. On notera que pour les rapports molaires 

élevés, la quantité de lipide cationique utilisée est telle que celui-ci devient détectable dans 

le gel. Pourtant, même dans ces conditions, la présence d'histone libre suggère l'absence de 

formation d'un complexe.  
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Figure 59 – Electrophorèse d'un mélange BGTC:DOPE/histone H1. 10µg d'histone H1 ont été incubés dans 120mM de 

NaCl – 20mM HEPES pH 7.4 avec des liposomes de BGTC:DOPE à différents rapports molaires lipide cationique/protéine 

(indiqués au dessus des pistes) puis les mélanges ont été centrifugés 10 minutes à 17 900 xg. Un aliquot de surnageant a été 

prélevé et incubé 5 minutes à 95°C dans du tampon de Laemmli avant dépôt sur un gel SDS-PAGE (stacking 5%, resolving 

7%). Après 2h de migration à 80V, la β-gal a été révélée au bleu de Coomassie.  

b Stabilité colloïdale du mélange BGTC:DOPE/histone H1 

La diffusion quasi-élastique de la lumière montre que les particules mesurée dans un 

mélange d'histone H1 avec de BGTC:DOPE ont une taille identique aux liposomes d'origine, 

suggérant que ce sont les liposomes intacts et non complexés (Figure 60).  

 

 

Figure 60 - Stabilité colloïdale d'une solution de BGTC:DOPE et d'histone H1. 2µg d'histone H1 ont été 

complexés au BGTC:DOPE à différents rapports molaires dans un tampon NaCl 120mM – 20mM HEPES pH 7,4  
La taille des complexes résultants a été mesurée par diffusion quasi-élastique de la lumière. 

 

 

c Microscopie électronique du mélange BGTC:DOPE/histone 

Pour confirmer ces observations, nous avons procédé à l'observation directe du mélange 

BGTC:DOPE/histone H1 en cryo-TEM. La Figure 61 montre que les liposomes sont intacts 

et non agrégés, de plus on ne détecte pas la présence de la protéine, que ce soit en surface 

ou à l'intérieur des liposomes, confirmant que l'histone ne forme pas de complexe avec le 

BGTC:DOPE. L'absence de formation d'un complexe implique que le mode d'action des 

lipides cationiques pour internaliser l'histone H1 dans des cellules en culture diffère 
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fondamentalement de celui proposé pour l'internalisation d'acides nucléiques et de protéines 

anioniques.  

 

 

Figure 61 - Observation en cryo-TEM d'un mélange de BGTC:DOPE et d'histone H1 formulé au rapport molaire de 

375. Barres d'échelle : 50nm.  

 

Nous avons observé précédemment que l'histone libre est capable d'être internalisée 

spontanément par les cellules HeLa en culture, se retrouvant dans les endosomes sans 

toutefois accéder au cytosol (Figure 50 I). Cette entrée spontanée dans la cellule de l'histone 

en solution dans le milieu extracellulaire se fait probablement par pinocytose, un mode 

d'entrée dans la cellule de solutés en phase fluide (Conner and Schmid, 2003). La charge 

positive de l'histone lui permet d'être adsorbée à la surface de la cellule négativement 

chargée, ce qui pourrait faciliter son internalisation. Les vecteurs lipidiques permettant la 

délivrance de l'histone H1 dans le cytosol, il est probable que ceux-ci jouent un rôle 

essentiellement au niveau de la sortie des endosomes. Cependant, leur mode d'action ne 

peut pas être réduit à celui de simples agents endosomolytiques, car l'incubation de cellules 

HeLa en présence d'histone et de 150µM de chloroquine, un agent lysomotropique et 

endosomolytique utilisé notamment pour faciliter l'échappement endosomal  (Wolfert and 

Seymour, 1998), ne permet pas l'accès de la protéine au cytosol. De plus, l'incubation des 

cellules en présence d'histone et de liposomes contenant une faible proportion de lipide 

cationique (DOSP:MM27 1:5) ne permet pas non plus de délivrer l'histone dans le cytosol, 

indiquant qu'un colipide facilitant l'échappement endosomal n'est pas suffisant et que la 

présence du lipide cationique est indispensable. Des études plus poussées sont nécessaires 

pour déterminer la voie d'entrée précise de l'histone dans la cellule et le mode d'action des 

lipides cationiques dans ce cas particulier, pour permettre le design rationnel de vecteurs 

destinés aux protéines cationiques, à destinée nucléaire notamment.  
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E.  Signification du rapport molaire lipide cationique/protéine 

Nous avons observé au cours de cette étude que le rapport molaire lipide cationique/protéine 

optimal pour internaliser différents types de protéines au sein de cellules en culture est 

constamment voisin de 1500. Dans le cas de la délivrance d'acides nucléiques, on définit un 

rapport de charge optimal, ou rapport N/P, généralement positif et permettant la formation de 

complexes de la zone C de stabilité colloïdale positivement chargés (Barteau et al., 2008). 

Ce rapport optimal est constant pour un vecteur donné, de façon relativement indépendante 

de la taille de l'acide nucléique à vectoriser (Kreiss et al., 1999). Nous avons cherché si le 

rapport molaire optimal observé dans nos expériences correspond à un rapport de charge 

constant. La Figure 62 montre qu'il n'en est rien, les rapports de charge calculés pour les 

complexes BGTC:DOPE/protéine allant de 19,5 pour la β-gal à 769 pour la caspase 3. 

L'équipe de J.P. Behr a montré que dans le cas de complexes DOGS/protéine, le rapport 

molaire optimal observé (qui s'étend de 500 à 1400 suivant la protéine, contrairement à nos 

observations où il est relativement constant) correspond à un nombre optimal de molécules 

de DOGS par unité de surface de protéine voisin de 5 DOGS / nm² (Dalkara et al., 2004). La 

Figure 62 indique que dans le cas du BGTC, ce rapport de surface n'est pas constant. De 

plus, ce rapport de surface paraît peu pertinent, tout au moins dans le cas du BGTC et de la 

DOSP, puisque les observations en cryo-TEM montrent que les lipides cationiques ne sont 

pas simplement adsorbés à la surface de protéines isolées mais que leur interaction est 

complexe, impliquant la formation d'objets supramoléculaires composés à la fois d'agrégats 

de protéines et de membranes lipidiques libres.  

Pour des rapports molaires supérieurs à 1500, la toxicité induite par les lipides cationiques 

entraîne la mort des cellules ayant internalisé le plus de complexes, entraînant une baisse 

du taux d'internalisation mesuré. Pour des rapports inférieurs, la cryo-TEM montre que les 

complexes sont couverts d'une couche de protéines susceptible d'empêcher leur interaction 

avec les membranes endosomales et donc leur rupture, entraînant la dégradation de la 

protéine cargo par les lysosomes et par conséquent une baisse du taux d'internalisation 

mesuré. Il semble donc que ce rapport molaire optimal correspondre à un juste milieu entre 

deux situations défavorables, l'une par un faible accès au cytosol et l'autre par une trop forte 

toxicité.  
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 MW 
(kDa) 

Surface (nm²) 
1
 Charge 

2
 RM optimal Ratio de 

charge 
Ratio de surface 

(BGTC/nm²) 

β-galactosidase 475 353 - 154 1500 19.5 4.2 

Anticorps anti K8 150 164 - 7 1500 428 9.1 

Caspase 3 29 54 - 3.9 1500 769 27.7 

Histone H1 25 50 + 52.9 1500 N.D. N.D. 
 

Figure 62 – Relation entre le rapport optimal BGTC/protéine et les propriétes des protéines 

1 
Considérant que la surface de la protéine est proportionnelle à (MW)

2/3
 

2 
Charge à pH 7.4 calculatée avec Protein Calculator v3.3 (http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html) 

 

  

http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html
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F.  Restauration de CFTR ΔF508 par vectorisation d'anticorps anti kératine 8 

La protéine CFTR est un canal à anions dépendant à l'AMP cyclique (AMPc) exprimé dans 

de nombreux épithéliums polarisés. Il participe au maintien de l'équilibre hydrique du mucus, 

notamment au niveau respiratoire et digestif, en permettant l'efflux d'ions chlorure (Lubamba 

et al., 2012). Plus de 1500 mutations ont été décrites dans le gène qui l'encode, 

responsables de la mucoviscidose. Dans 70 % des cas, il s'agit de la perte d'un triplet qui 

entraîne une délétion de la phénylalanine en position 508 (ΔF508) (Vankeerberghen et al., 

2002). Cette mutation entraîne un défaut de maturation et de glycosylation du canal, qui est 

retenu dans le réticulum endoplasmique et est rapidement dégradé au lieu d'être adressé 

vers la membrane plasmique, d'où un flux réduit de chlorure et un épaississement du mucus 

(Welsh and Smith, 1993). Cependant, ce canal est partiellement fonctionnel lorsqu'il atteint la 

membrane (Dalemans et al., 1991), autorisant une restauration au moins partielle du 

phénotype des cellules mutées lorsque son trafic est rétabli.  

Il a été montré que la mutation ΔF508 entraîne une augmentation de l'expression des 

cytokératines 8 et 18 (K8 et K18), qui sont colocalisées avec le canal muté au niveau du 

réticulum endoplasmique (Davezac et al., 2004). Plus précisément, il existe une interaction 

directe de K8 avec CFTR, responsable de sa rétention dans le réticulum, et l'inhibition de 

l'expression de K8 par interférence ARN permet de restaurer le trafic de CFTR (Colas et al., 

2012). Cette interaction ayant lieu entre le premier domaine de liaison aux nucléotides NBD1 

de CFTR et la partie N-terminale de K8, nous avons émis l'hypothèse que la délivrance d'un 

anticorps anti K8 spécifique du domaine N-terminal dans des cellules porteuses de la 

mutation ΔF508 pourrait bloquer l'interaction et permettre la restauration du trafic de CFTR 

vers la membrane plasmique.  

Pour évaluer l'impact fonctionnel de la délivrance de cet anticorps, nous avons dans un 

premier temps cherché à mesurer une restauration de la conductance membranaire AMPc-

dépendante associée à CFTR par la technique du patch-clamp. Malheureusement, nous 

avons rapidement observé que les complexes adsorbés à la surface des cellules interdisent 

le contact étroit entre l'électrode de mesure et la membrane plasmique (seal) nécessaire à 

l'enregistrement du courant CFTR. Des expériences de mise au point sont en cours pour 

éviter la présence de lipides cationiques à la surface des cellules après le traitement.   

 Nous avons donc mesuré les flux transmembranaires d'iode dans les cellules traitées par 

vidéomicroscopie. Cette technique est basée sur des sondes dérivées du 6-

méthoxyquinolinium, qui présentent une fluorescence bleue sous excitation UV. Cette 

fluorescence est éteinte (quenching) en présence d'ions halogénures par un processus 

collisionnel de désactivation intermoléculaire, permettant une mesure semi-quantitative de la 
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concentration d'halogénures dans l'environnement de la sonde (Mansoura et al., 1999). Les 

principales faiblesses de ces sondes sont : i) leur faible intensité d'émission, qui est 

partiellement masquée par l'autofluorescence des cellules sous excitation UV, ii) leur 

sensibilité au photoblanchiment et iii) l'absence de décalage spectral de leur fluorescence en 

présence d'halogénures, qui interdit une mesure ratiométrique donnant accès à la 

concentration absolue de l'halogénure puisque la fluorescence dans ce cas est à la fois 

proportionnelle à la concentration de l'halogénure et à celle de la sonde. Néanmoins, la 

vidéomicroscopie permet, en suivant la fluorescence de ces sondes dans le temps, d'étudier 

des flux transmembranaires d'halogénures en fonction de divers stimuli, et donc sont un outil 

de choix pour l'étude de la fonction de CFTR. Ces sondes étant des composés peu 

perméants, ils sont généralement chargés dans les cellules par une incubation prolongée 

(>12h), incompatible avec notre protocole de délivrance intracellulaire de protéines, ou par 

un choc hypotonique rapide mais susceptible de générer un stress mécanique peu 

souhaitable ici puisque notre étude porte sur un élément du cytosquelette. Une de ces 

sondes, le MEQ, présente la particularité de pouvoir être facilement réduite en dihydro-MEQ. 

Ce composé perméant est rapidement oxydé dans le cytosol pour redonner du MEQ 

imperméant qui s'accumule rapidement (2-3 min) dans la cellule sans générer de stress 

important. Nous avons donc choisi dans un premier temps d'utiliser le MEQ pour notre étude, 

malgré ses caractéristiques spectrales inférieures à celles des autres sondes de la même 

famille. Nos premières observations ont toutefois montré que le dihydro-MEQ a une forte 

affinité pour les complexes déposés sur et autour des cellules, les rendant fluorescents et 

entraînant une diminution inacceptable du rapport signal/bruit. Nous avons donc décidé dans 

un second temps de charger le MEQ dans les cellules par choc hypotonique, en adaptant le 

protocole de base pour occasionner le moins de stress possible aux cellules. L'absorption de 

cette forme de la sonde par les complexes étant moindre, nous avons pu accéder à la 

mesure de la fluorescence intracytoplasmique du MEQ.  

Pour la mesure elle-même, les cellules sont placées, après chargement de la sonde, dans 

une chambre à perfusion installée sous l'objectif du microscope. Initialement à l'équilibre 

dans un milieu riche en iode où la fluorescence du MEQ est minimale, les cellules sont 

perfusées par une solution riche en ions nitrate, lesquels peuvent passer par CFTR mais 

n'éteignent pas la fluorescence de la sonde. La présence de canaux CFTR fonctionnels à la 

membrane se traduit donc par une augmentation de la fluorescence de la sonde consécutive 

à l'échange iode/nitrate du milieu intracellulaire lorsque les cellules sont stimulées par 

l'AMPc.  
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Figure 63 – Mesure de flux d'iode dans des cellules traitées par l'anticorps. (A) Enregistrement de la fluorescence du 

MEQ en fonction de divreses stimulations. Les cellules HeLa-CFTR-WT (triangles, ligne pleine) ou HeLa-CFTR- ΔF508 

(ronds, ligne pleine) ont reçu 1,5 µg d'anticorps anti-K8 N-term spécifique complexé à la DOSP:MM27 au rapport molaire de 

1000. Comme contrôles, les cellules HeLa-CFTR- ΔF508 ont été enregistrées sans traitement (ronds, ligne pointillée) ou 

après avoir reçu 1,5µg d'anticorps anti-K8 C-term spécifique complexé à al DOSP:MM27 au rapport molaire de 1000. (B) 

Vitesse de quenching du MEQ après stimulation des cellules par l'AMPc (unités arbitraires). 

 

La Figure 63 A montre que les cellules HeLa exprimant la forme sauvage de CFTR 

présentent une augmentation rapide et importante de la fluorescence du MEQ après 

stimulation des cellules par l'AMPc, suivie d'une diminution rapide de la fluorescence après 

échange d'une solution de nitrate par une solution d'iodure comme indiqué par la Figure 63 
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B. En revanche, les cellules HeLa exprimant la forme mutée du canal ont une augmentation 

de la fluorescence lente et de faible amplitude après stimulation à l'AMPc, indiquant une 

absence de CFTR fonctionnel à la membrane plasmique et un échange d'anions via des 

conductances AMPc-indépendantes. La délivrance de l'anticorps anti-K8 N-term spécifique 

permet la restauration partielle d'un flux d'iode AMPc dépendant dans des cellules HeLa 

exprimant CFTR- ΔF508, indiquant la présence de CFTR sous forme fonctionnelle à la 

membrane plasmique des cellules. La Figure 63 B indique que la vitesse de quenching du 

MEQ dans ces conditions est égale à 50% de la valeur enregistrée sur les cellules HeLa-

CFTR-WT. Au contraire, la délivrance d'un anticorps anti-K8 C-term spécifique dans ces 

cellules conduit à un courant identique à celui mesuré sur les cellules HeLa-CFR- ΔF508 non 

traitées, qui bien que d'amplitude plus importante est indépendant de la stimulation à l'AMPc 

et dont la vitesse de quenching n'est pas modifiée.  

Ces résultats préliminaires sont encourageants mais restent à confirmer par d'autres 

techniques pour s'assurer de la restauration de CFTR sous sa forme active à la surface des 

cellules traitées. Il est notamment possible de s'assurer de la localisation de CFTR par la 

technique du western-blot sur extrait membranaire : la protéine immature apparaît sous la 

forme d'une bande B alors que la forme mature, correctement glycosylée apparaît sous la 

forme d'une bande C plus lourde (Colas et al., 2012). D'autres tests fonctionnels sont 

également envisageables afin de s'assurer de la restauration d'un courant anionique 

dépendant à l'AMPc. Le patch-clamp s'avérant difficile à mettre en œuvre sur les cellules 

traitées par les complexes lipide cationique/anticorps, la méthode de mesure de courants de 

court-circuit sur des épithéliums in vitro permettrait d'analyser les propriétés électriques des 

cellules ciblées par ce système de délivrance car elle ne nécessite pas de contact direct 

avec les membranes. L'équipe de M. Chanson a mis au point un modèle d'épithélium 

respiratoire reconstitué in vitro à partir de cellules primaires de patients atteints de la 

mucoviscidose (Wiszniewski et al., 2006). Cette technique permettrait de tester la capacité 

de la délivrance intracellulaire de l'anticorps anti-K8 à restaurer l'activité de CFTR dans des 

conditions plus physiologiques que sur des cellules HeLa exprimant CFTR  à partir d'un 

transgène. La délivrance de l'anticorps doit également être évaluée in situ dans les voies 

aériennes chez la souris. L'équipe de A. Edelman a montré que le transfert d'un siRNA anti-

K8 dans l'épithélium nasal de souris porteuses de la mutation ΔF508 par la Lipofectamine a 

permis la restauration partielle de la différence de potentiel nasal caractéristique chez ces 

souris (Colas et al., 2012). L'efficacité d'un agent transfectant lipidique dans cette approche 

laisse envisager la possibilité de l'appliquer à la délivrance intraépithéliale d'un anticorps 

anti-K8. 
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 Discussion et perspectives 

 

Les résultats obtenus tout au long des différents projets de recherche qui composent ce 

travail de thèse illustrent  divers aspects de la délivrance intracellulaire de macromolécules 

biologiques par des vecteurs synthétiques. Ces vecteurs présentent l'avantage sur les 

vecteurs viraux d'être faciles à produire, peu immunogènes et bien caractérisés tout en étant 

d'une utilisation plus sûre. Leur efficacité est cependant moindre, notamment dans le cadre 

du transfert de gènes in vivo.  

Nous avons axé nos travaux sur deux grands types de vecteurs synthétiques : les 

copolymères à blocs amphiphiles non ioniques d'une part, les lipides cationiques d'autre 

part. Ces composés présentent des structures et des propriétés physico-chimiques 

radicalement différentes qui sous-tendent des modes d'action et des domaines d'applications 

différents.  

Les copolymères à blocs amphiphiles non ioniques constituent une nouvelle classe de 

vecteurs particulièrement efficaces pour le transfert d'ADN in vivo, cependant ils sont inactifs 

in vitro. Leur développement dans le champ de la médecine humaine est freiné par la 

mauvaise compréhension que nous avons de leur mode d'action. Une partie de nos travaux 

a contribué à éclaircir le mécanisme d'action de l'un d'entre eux, le Lutrol, en montrant qu'il 

facilite le passage des acides nucléiques à travers la membrane plasmique des cellules 

ciblées (Chevre et al., 2011). De nombreuses questions restent cependant en suspens, 

notamment le mécanisme fin de ce polymère au niveau de la membrane : s'agit-il d'une 

"simple" perturbation de la structure de la bicouche lipidique par les parties hydrophobes du 

polymère qui conduisent à la formation de pores ? Cette hypothèse est peu probable étant 

donné que le Lutrol est capable in vitro d'augmenter l'internalisation de lipoplexes lipide 

cationique/ADN. Une action biologique au niveau membranaire ou sous membranaire 

semble envisageable. L'action de ce polymère sur le cytosquelette doit notamment être 

étudiée : le rôle du cytosquelette, notamment de l'actine, est primordial dans les 

mouvements transmembranaires. Ainsi, l'équipe de M.P. Rols a souligné l'implication de 

l'actine dans le transfert de gène par électroporation dans des cellules CHO, l'ADN ne 

rentrant pas dans les cellules par simple diffusion électrophorétique à travers les pores 

membranaires créés par le choc électrique mais conjointement à une action du cytosquelette 

sous-membranaire (Rosazza et al., 2011). Une étude a montré la capacité du F68 à protéger 

des cellules en culture suite à un choc thermique. Au cours de ce traitement, on observe une 

puissante action du polymère sur le cytosquelette puisque si celui-ci est désorganisé dans 
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les cellules ne recevant pas de traitement après un choc thermique, il conserve en revanche 

un aspect normal lorsque les cellules sont exposées au F68 (Merchant et al., 1998). Des 

études sont nécessaires pour opréciser l'action du F68 sur les mouvements de la membrane 

et du cytosquelette de cellules traitées. L'utilisation de cellules modifiées exprimant des 

protéines fluorescentes, similaires à celles utilisées dans un travail collaboratif à laquelle 

notre équipe a participé sur les voies d'entrée dans la cellule de lipoplexes marqués, serait 

d'une aide précieuse pour ce genre d'étude (Billiet et al., 2012). 

Malgré leur mode d'action mal connu, les copolymères à blocs ont déjà fait preuve d'une 

efficacité considérable pour le transfert de gènes in vivo (Pitard et al., 2004; Desigaux et 

al., 2005; Richard et al., 2005a; Richard et al., 2005b; Bello-Roufai et al., 2007) et 

notamment dans des protocoles de vaccination à ADN où ils ont permis de réduire de façon 

importante la dose d'ADN nécessaire à la mise en place d'une réponse immunitaire efficace 

(McIlroy et al., 2009; Cany et al., 2011). Les récepteurs intracellulaires de l'ADN sont les 

déclencheurs de cette réponse, par leur capacité à reconnaître les plasmides délivrés au 

moyen de vecteurs synthétiques comme des pathogènes intracellulaires. Cependant, cette 

réponse peut être encore exacerbée par l'utilisation d'adjuvants capables de lier et d'activer 

fortement ces récepteurs. Des travaux ont ainsi fait état de l'utilisation d'adjuvants, 

notamment des ligands des TLR, comme immunomodulateurs afin d'exacerber la réponse 

immunitaire induite par l'ADN dans des essais cliniques de vaccination contre l'hépatite B, la 

grippe ou l'anthrax (Desmet and Ishii, 2012). La connaissance du mode d'action précis du 

polymère 704 utilisé par notre équipe dans les protocoles de vaccination à ADN permettrait 

un ciblage plus efficace des sensors cytosoliques de l'ADN pour augmenter la réaction 

immunitaire contre un antigène : en fonction de son entrée dans la cellule par endocytose ou 

par délivrance directe dans le cytosol, différents agonistes doivent être utilisés pour cibler les 

sensors concernés. 

A contrario, la connaissance du mécanisme de délivrance des copolymères à blocs 

permettrait d'inhiber les sensors susceptibles de rencontrer et détecter l'ADN exogène 

introduit à des fins de thérapie de remplacement génique. L'utilisation de plasmides ne 

contenant pas de motifs CpG a été rapportée et conduit à une expression du transgène 

soutenue lorsque ces plasmides sont délivrés in vivo par des vecteurs cationiques : étant 

incapables d'activer TLR9, leur passage dans les endosomes des cellules ciblées n'est pas 

détecté (Pringle et al., 2012; Davies et al., 2012a). Toutefois, l'utilisation de vecteurs non 

ioniques comme le Lutrol étant indépendante des voies d'endocytose, l'utilisation de 

plasmides CpG-free ne permettrait probablement pas d'obtenir une expression aussi 

soutenue étant donné que l'ADN serait détecté par des sensors cytosoliques 

indépendamment de la présence de CpG dans sa séquence. Il a récemment été décrit un 
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inhibiteur de l'inflammasome AIM2 capable de bloquer la sécrétion d'interleukine et la 

pyroptose dans des cellules stimulées par un poly(dA:dT) (Coll and O'Neill, 2011). 

L'utilisation d'un tel composé conjointement à l'administration d'un plasmide permettrait de 

réduire l'inflammation induite et potentiellement d'obtenir une amélioration de l'expression du 

transgène. On peut espérer que la découverte ces dernières années de nombreux sensors 

intracellulaires des acides nucléiques, souvent redondants, stimulera la recherche de 

molécules capables de les inhiber afin d'administrer de l'ADN exogène de manière furtive et 

s'affranchir ainsi des réactions immunitaires dirigées contre le transgène, qui constituent 

aujourd'hui un obstacle majeur au développement de la thérapie de remplacement génique.  

 

Les lipides cationiques constituent aujourd'hui la classe de vecteurs de référence pour la 

délivrance d'ADN ou d'ARN in vitro. Etudiés depuis vingt cinq ans, leur profil d'efficacité et 

de toxicité n'a cessé d'être amélioré. Les dérivés lipidiques d'aminoglycosides notamment, 

synthétisés par design rationnel en prenant en compte les propriétés des différentes parties 

les constituant, permettent d'obtenir de hauts niveaux de transfection avec une toxicité 

minimale. Cependant, leur faible efficacité in vivo limite leur utilisation chez l'animal. Les 

principales stratégies permettant leur utilisation in vivo consiste à les formuler avec des 

stabilisateurs stériques qui empêchent leur agrégation et permettent ainsi leur trafic dans les 

fluides biologiques vers les cellules à transfecter (Belmont et al., 2002; Sainlos et al., 2005; 

Mevel et al., 2012). Ces stabilisateurs stériques peuvent par ailleurs comporter des motifs de 

ciblage afin de diriger ces vecteurs vers un type cellulaire donné, comme cela a été montré 

dans une étude à laquelle a participé notre équipe sur la mise au point d'un système 

multimodulaire permettant la délivrance ciblée d'ADN vers les hépatocytes (Letrou-Bonneval 

et al., 2008). L'étude des propriétés physicochimiques des complexes que ces lipides 

forment avec les acides nucléiques, à laquelle notre équipe s'intéresse particulièrement, 

permet de définir les caractéristiques de vecteurs idéaux et doit permettre le design rationnel 

de nanovecteurs synthétiques efficaces in vivo comme in vitro. 

Ces lipides cationiques, dont la principale utilisation est la délivrance d'acides nucléiques, 

émergent depuis quelques années comme des vecteurs efficaces pour la délivrance 

intracellulaire de protéines. Cette stratégie, qui permet de s'affranchir des effets 

indésirables de l'utilisation d'acides nucléiques, est en plein développement mais manque de 

vecteurs efficaces. Diverses stratégies ont été développées pour délivrer des protéines dans 

le cytosol de cellules vivantes. Les méthodes physiques comme la micro-injection ou 

l'électroporation ont des effets délétères sur les cellules et sont impossibles à mettre en 

œuvre à l'échelle d'un organe entier. Les méthodes basées sur les domaines de transduction 
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protéiques sont plus prometteuses mais requièrent leur fusion avec la protéine à vectoriser, 

ce qui peut perturber sa structure et lui faire perdre son activité. De plus, ces séquences 

peptidiques dérivées de protéines animales (Antennapedia) ou de virus (TatP, VP22) sont 

susceptibles d'être reconnues par le système immunitaire et donc de déclencher des 

réactions immunitaires suite à leur administration in vivo. Leur mode d'action est encore mal 

compris, bien que le rôle du cytosquelette et de la macropinocytose ait été mis en évidence 

pour certains peptides (Imamura et al., 2011; Suzuki, 2012) mais leur mécanisme semble 

très dépendant du peptide et de la protéine cargo qui lui est rattachée, ainsi qu'au type 

cellulaire ciblé (van den Berg and Dowdy, 2011).  

Les lipides cationiques, eux, sont utilisés depuis plus de vingt ans pour la délivrance d'acides 

nucléiques et leur mode d'action, même si des zones d'ombre subsistent, a été 

particulièrement étudié et repose sur la formation d'un complexe avec l'acide nucléique à 

vectoriser. Ces systèmes présentent l'avantage sur les domaines de transduction protéique 

de pouvoir délivrer la protéine sous sa forme native sans requérir sa modification pour la 

fusionner à un peptide, une étape susceptible de modifier sa conformation. De plus, les 

lipides cationiques sont peu immunogènes contrairement aux domaines de transduction 

protéique, et l'encapsulation de la protéine cargo dans des lipoplexes est susceptible de 

limiter sa reconnaissance par le système immunitaire et donc d'empêcher la mise en place 

d'une réponse dirigée contre la protéine. Les complexes lipide cationique/protéine sont 

internalisés par les cellules ciblées via différentes voies d'endocytose, et se retrouvent dans 

les endosomes. Une étape cruciale du transfert de gènes par les lipides cationiques est 

l'échappement endosomal, qui permet à la molécule cargo d'accéder au cytosol avant sa 

dégradation dans les lysosomes. Cette étape est favorisée par l'incorporation dans la 

formulation du vecteur de composés capables de déstabiliser la membrane endosomale par 

leurs propriétés fusogéniques ou par un mécanisme d'éponge à protons. L'utilisation de 

lipides cationiques  pour la délivrance de protéines dans des cellules en culture a émergé 

parallèlement à leur utilisation pour le transfert d'acides nucléiques et a permis la délivrance 

de nombreux types de protéines dans des cellules vivantes ; protéines rapportrices et 

anticorps (Zelphati et al., 2001; Dalkara et al., 2006; Weill et al., 2008a; Weill et al., 2008b) 

ainsi que des protéines fonctionnelles comme des caspases (Zelphati et al., 2001), la 

protéine cytotoxique saporine (Fretz et al., 2007), la méthyltransférase MssI (van der Gun et 

al., 2007), le core antimicrobien de la lactoferricine (Richardson et al., 2009) ou le 

cytochrome C (Kim et al., 2012). La délivrance de protéines par ces vecteurs suit 

probablement les mêmes modalités que pour la délivrance d'acides nucléiques, cependant 

leur mode d'action précis qui a été largement extrapolé à partir des données obtenues sur le 

transfert d'acides nucléiques, reste à préciser, et les propriétés physicochimiques des 
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complexes lipide cationique / protéine doivent également être définies afin de les relier à 

l'efficacité de ces systèmes et permettre le développement rationnel de vecteurs dédiés aux 

protéines.  

Dans cette étude, nous avons mis en évidence la capacité de certains lipides cationiques, 

notamment le BGTC et la DOSP, à délivrer dans des cellules HeLa en culture une protéine 

modèle, la β-galactosidase, lorsqu'ils sont utilisés sous forme de micelles, avec toutefois une 

efficacité limitée. Ces deux composés sont efficaces pour la délivrance intracellulaire 

d'acides nucléiques tout en étant relativement peu toxiques (Vigneron et al., 1996; Mevel et 

al., 2012). Le faible taux de délivrance de la protéine suggérant un faible échappement 

endosomal, et donc une dégradation de la β-gal internalisée par les lysosomes, nous avons 

formulé ces lipides cationiques au colipide DOPE et avons observé une augmentation 

importante du taux d'internalisation. La DOPE est couramment utilisée dans les formulations 

destinées à la délivrance d'acides nucléique afin de promouvoir l'échappement endosomal 

des lipoplexes (Zuhorn and Hoekstra, 2002; Barteau et al., 2008) et a également été utilisée 

avec succès dans des formulations pour la délivrance de protéines (Zelphati et al., 2001; 

Dalkara et al., 2006; van der Gun et al., 2007; Richardson et al., 2009; Kim et al., 2012). Ce 

résultat souligne que l'importance de l'échappement endosomal observée dans le transfert 

d'acides nucléiques s'applique également à la délivrance intracellulaire de protéines. 

D'autres stratégies pour promouvoir cette étape ont été développées, par exemple 

l'utilisation d'un agent photosensibilisant permettant la rupture de la membrane endosomale 

par production d'espèces réactives de l'oxygène lorsque les cellules sont éclairées (Fretz et 

al., 2007), mais cette stratégie est plus complexe à mettre en œuvre que le simple ajout 

d'une molécule aux liposomes, entraîne une cytotoxicité importante et paraît difficile à mettre 

en œuvre in vivo.  

Nous avons déterminé les paramètres optimaux de formulation des complexes lipide 

cationique / protéine et avons mis en évidence l'importance de deux facteurs. Le premier est 

le rapport molaire lipide cationique / protéine, les complexes les plus efficaces étant 

formulée à des rapports molaires voisins de 1000-1500. Un tel ratio lipide / cargo est d'une 

importance capitale dans le transfert d'acides nucléiques, où il définit un rapport de charge et 

permet l'assemblage de complexes positivement chargés et colloïdalement stables (Barteau 

et al., 2008). Cependant nous n'avons pas observé de corrélation entre le rapport molaire 

optimal que nous observons et un rapport de charge constant. L'équipe de J.P. Behr a 

proposé la définition d'un rapport optimal de surface pour la délivrance de protéines 

anioniques par la DOGS (Dalkara et al., 2004), cependant il apparaît que ce rapport de 

surface n'est pas applicable aux lipides que nous avons utilisé dans cette étude. L'étude de 

la structure des complexes par cryo-TEM nous amène à penser que le rapport molaire 
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optimal que nous observons correspond à un juste milieu entre des complexes formulés à 

bas rapport molaire, recouverts d'une couche de protéines et donc incapables d'interagir 

avec la membrane endosomale et de la rompre, et des complexes formulés à haut rapport 

molaire qui, en entraînant la mort des cellules traitées du fait d'une importante cytotoxicité, 

provoquent une baisse du taux d'internalisation mesuré. Le second facteur ayant une 

influence importante sur le taux d'internalisation est le milieu de formulation des complexes 

lipide cationique / protéine. Il apparaît que des complexes formulés dans un milieu isotonique 

contenant uniquement des ions monovalents conduit à l'incorporation efficace de la protéine 

dans des complexes de petite taille, mais que ceux-ci sont peu efficaces pour la délivrer 

dans des cellules en culture. A contrario, la formulation de ces complexes dans un milieu de 

culture riche en solutés et en ions divalents conduit à une incorporation limitée de la 

protéine, mais les complexes résultants s'avèrent toutefois nettement plus efficaces pour la 

délivrer. Cette différence peut s'expliquer par la taille importante des complexes formulés 

dans le milieu de culture par rapport à ceux formulés dans un milieu simple. Cette influence 

de la taille a déjà été mise en évidence pour des lipoplexes lipide cationique / acide 

nucléique (Ross and Hui, 1999) : des complexes de grande taille sont plus aptes à 

sédimenter sur les cellules en culture et à être endocytée.  

Nous avons vérifié que nos formulations sont capables de délivrer la β-gal dans d'autres 

lignées cellulaires que les HeLa et avons observé un taux relativement constant de 10-20 % 

d'internalisation sur des lignées humaines et animales. Ceci contraste avec la transfection 

d'un plasmide dans ces mêmes lignées, dont le taux d'expression peut varier de plusieurs 

ordres de grandeur. Il a été observé précédemment, lors de la transfection de différentes 

lignées cellulaires, que le taux d'internalisation des plasmides est sensiblement identique et 

que les variations d'expression de ces plasmides sont imputables à des efficacités variables 

d'importation nucléaire des plasmides par les différents types cellulaires traités (James and 

Giorgio, 2000). Cela suggère que le transfert de protéines et de plasmides jusqu'au cytosol 

suit les mêmes voies, et que l'efficacité de ces voies est sensiblement identique entre 

différentes lignées cellulaires. Il convient donc de vérifier sur des lignées cellulaires réputées 

particulièrement difficiles à transfecter, comme des cellules immunitaires cultivées en 

suspension du type Jurkat, si un taux important d'internalisation de protéines est observé, ce 

qui indiquerait que les difficultés à transfecter ces cellules par des plasmides seraient 

essentiellement dues à des évènements en aval de l'échappement endosomal.  

Nous avons ensuite vérifié la capacité de notre système de délivrance à vectoriser d'autres 

protéines que la β-gal, notamment des anticorps capables de reconnaître leur cible 

intracellulaire. La délivrance d'un anticorps anti-β-tubuline par le BGTC et la DOSP, formulés 

ou non à la DOPE, s'est avérée inefficace, la protéine cargo se retrouvant dans les 
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endosomes sans accéder au cytosol. Ce résultat indique que si les vecteurs synthétiques 

sont capables de délivrer des acides nucléiques, qui partagent une structure universelle et 

des propriétés physicochimiques communes, indépendamment de leur séquence, ils ne 

peuvent pas délivrer tout type de protéine car ces molécules présentent une grande variété 

de structures et de propriétés. Ce manque d'échappement endosomal lors de la délivrance 

d'un anticorps a déjà été observé dans des études précédentes. Le dérivé cationique 

d'acides gras Saint-2 formulé à la DOPE s'est avéré capable de délivrer de la β-gal et une 

méthyltransférase dans le cytosol de cellules en culture sous forme active, comme cela a été 

démontré par des tests sans ambigüité. En revanche, la délivrance d'anticorps par ce 

système a invariablement conduit à un marquage punctiforme dans le cytoplasme. Si les 

auteurs de cette étude ont considéré que leur système est efficace pour la délivrance 

d'anticorps, au vu du marquage obtenu il semble que l'anticorps soit contenu dans des 

endosomes et n'atteigne pas sa cible intracellulaire (van der Gun et al., 2007), indiquant 

qu'un vecteur efficace pour certaines protéines n'est pas nécessairement applicable à 

d'autres protéines. Faisant face à la même problématique, nous avons choisi de favoriser 

l'échappement endosomal en utilisant le MM27, un lipide neutre contenant un noyau 

imidazole. Ce composé s'est précédemment avéré 100 fois plus efficace que la DOPE pour 

faciliter la transfection d'ADN (Mevel et al., 2008; Billiet et al., 2012). Il a  été suggéré que le 

groupement imidazole de ce composé se protone dans les endosomes en cours 

d'acidification, menant à la rupture de la membrane endosomale par un mécanisme 

d'éponge à protons (Midoux et al., 2009). Lorsque nous avons utilisé le BGTC et la DOSP 

formulés au MM27, nous avons observé une nette amélioration de l'échappement 

endosomal puisque la délivrance d'anticorps par ces vecteurs a conduit au marquage du 

cytosquelette après seulement 4 heures d'incubation des cellules avec les complexes, 

confirmant l'importance de l'échappement endosomal et donc de l'ajout dans les formulations 

de composés capables de promouvoir cette étape.   

Nous avons ensuite étudié la structure des complexes formés par les lipides cationiques et 

les protéines. Si les liposomes de BGTC:DOPE sont des vésicules unilamellaires ou 

oligolamellaires de 120 nm de diamètre environ, leur mélange avec la β-gal au rapport 

molaire optimal de 1500 conduit à la formation de complexes agrégés, indiquant une forte 

interaction entre la protéine et le lipide cationique. Peu de réorganisations membranaires 

sont observables dans ces complexes, cependant nous avons observé la capacité de la β-

gal à déformer les bicouches lipidiques, formant des jonctions protéiques formées d'une 

monocouche de β-gal enserrée entre deux membranes lipidiques. L'observation de 

complexes à des rapports molaires inférieurs à 1500 montre que les complexes résultants 

sont couverts d'une couche de protéines qui limite leur agrégation. Cette observation 
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suggère que ces complexes formés à bas rapport molaire sont incapables d'interagir avec la 

membrane endosomale, préalable nécessaire au mélange des lipides du complexe avec les 

phospholipides anioniques de la membrane endosomale, et permet d'expliquer au moins en 

partie leur inefficacité à délivrer la β-gal dans le cytosol des cellules traitées. L'observation de 

complexes formés par la DOSP:DOPE avec un anticorps anti-K8 nous a amenés aux 

mêmes conclusions. Par contre, l'observation de complexes formés avec cet anticorps anti-

K8 et la DOSP:MM27 a montré l'apparition de structures multilamellaires concentriques 

absentes de la suspension de lipide seule. De telles structures sont couramment observées 

dans les lipoplexes lipide cationique/acide nucléique (Pitard et al., 1999) mais sont formées 

de couches lipidiques enserrant des brins d'ADN, alors que dans le cas de complexes 

DOSP:MM27 / anticorps ces complexes apparaissent vides. Il nous est apparu que la 

formation de telles structures n'est pas due à l'anticorps mais aux ions phosphate présents 

dans sa formulation commerciale. Cependant, de telles structures pourraient avoir un effet 

bénéfique sur la délivrance de l'anticorps puisque la grande quantité de MM27 qu'elles 

contiennent procure à ces objets un pouvoir tampon important susceptible de favoriser 

l'échappement endosomal de l'anticorps. Il est maintenant nécessaire d'évaluer la capacité 

de complexes DOSP:MM27/anticorps anti-K8 à sortir des endosomes lorsqu'ils sont formulés 

en l'absence de phosphates. 

Cette étude nous a permis de mettre en évidence la capacité de quelques lipides cationiques 

à délivrer des protéines aux fonctions et aux structures variées dans des cellules en culture. 

Cependant, de nombreux points sont encore à préciser concernant les propriétés 

physicochimiques des complexes qu'ils forment avec les protéines et leur mode d'action 

précis. Si les mesures de taille et l'observation de ces complexes en microscopie 

électronique suggère un mode d'assemblage et un mécanisme d'action proches de ceux mis 

en œuvre avec les lipides cationiques, de nombreuses inconnues demeurent. L'utilisation de 

lignées cellulaires exprimant des protéines fluorescentes au niveau des organelles mis en 

jeu dans les processus d'endocytose permettrait de préciser leurs modalités d'internalisation 

et les mécanismes de l'échappement endosomal, à l'instar de ce qui a déjà été effectué dans 

le domaine de la délivrance d'acides nucléiques (Billiet et al., 2012). Le mécanisme 

d'échappement endosomal des complexes contenant du MM27 pourrait également être 

appréhendé par l'observation en microscopie électronique de ces complexes à différentes 

conditions de pH. La microscopie électronique a également été utilisée avec succès dans 

l'étude du trafic intracellulaire de lipoplexes de DOSP:DOPE et de BGTC:DOPE (Le Bihan et 

al., 2011) et pourrait être mise à profit pour l'étude du mécanisme d'action des vecteurs pour 

la délivrance intracellulaire de protéines à l'échelle nanométrique. Enfin, une zone d'ombre 

majeure subsiste concernant ces systèmes de délivrance puisqu'ils se sont avérés capables 
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de délivrer dans des cellules en culture une protéine chargée positivement, l'histone H1, 

alors que les études physicochimiques ont montré qu'ils sont incapables de former un 

complexe avec elle. Cette absence de formation d'un complexe, qui est pourtant à la base de 

la délivrance de macromolécules anioniques par les lipides cationiques, suggère un 

mécanisme d'action radicalement différent de celui observé pour les acides nucléiques et 

nécessite des investigations plus poussées car la délivrance de ce type de protéines peut 

s'avérer d'un grand intérêt, notamment dans le domaine de la reprogrammation des cellules 

iPSc par vectorisation de facteurs de transcription qui sont des protéines majoritairement 

cationiques (Kim et al., 2009). Enfin, la capacité de ces systèmes à délivrer des protéines in 

vivo doit être évaluée. On peut notamment envisager leur formulation à des lipides pégylés, 

qui a permis la transfection de voies aériennes de souris par les dérivés lipidiques 

d'aminoglycosides notamment (Mevel et al., 2012), ou à des copolymères à blocs 

amphiphiles non ioniques pour former des systèmes multimodulaires stables dans les fluides 

biologiques et capables de les délivrer de façon ciblée, une stratégie déjà employée avec 

succès pour la délivrance ciblée de gènes dans les hépatocytes (Letrou-Bonneval et al., 

2008). 

Malgré ces lacunes dans la compréhension de leur mode d'action, ces vecteurs nous ont 

permis de délivrer dans des cellules porteuses de la mutation ΔF508 un anticorps ciblant la 

kératine 8, une cible potentielle pour restaurer le trafic du canal CFTR muté. Si les résultats 

encourageants que nous avons obtenus restent à confirmer, cette approche originale 

pourrait déboucher à terme sur la mise au point d'outils pour l'étude de cette pathologie et, à 

plus long terme, d'une approche thérapeutique basée sur cette technique. De nombreuses 

améliorations sont cependant nécessaires avant d'envisager une utilisation efficace de ce 

système. La mise au point d'anticorps bloquants à haute affinité pour la kératine 8 pourrait 

permettre d'améliorer l'efficacité du système, ainsi que la mise au point d'anticorps 

monochaîne dirigés contre cette protéine. Si nos observations sont confirmées, la mise au 

point de peptides bloquant l'interaction K8 / CFTR ΔF508 résistants à la protéolyse pourrait 

être envisagée pour augmenter le temps de résidence de la protéine exogène dans les 

cellules traitées, qui est pour le moment limitée à quelques jours.  

Ces différents projets de recherche illustrent l'utilisation de macromolécules biologiques et 

leur utilisation potentielle en biothérapies. Cette approche de la médecine basée sur des 

produits issus du vivant et capables d'exercer leur action de façon très ciblée, contrairement 

aux molécules issues de la synthèse chimique qui peuvent présenter des spectres d'action 

larges, est en pleine expansion et va probablement prendre de plus en plus d'importance 

dans l'approche des pathologies humaines ces prochaines années. Si de nombreux essais 

de thérapie de remplacement génique ont déjà eu lieu ou sont en cours, les approches de 
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vaccination à ADN chez l'Homme sont actuellement à un stade moins avancé mais les 

possibilités offertes par l'immunothérapie dans le traitement de maladies infectieuses ou de 

cancers amènent ce champ de recherches à prendre de plus en plus d'importance. Quand à 

la vectorisation intracellulaire de protéines, si elle est encore cantonnée à la paillasse et, 

pour certaines techniques plus abouties, en phase de tests sur des modèles animaux, il est 

possible qu'elle devienne une stratégie courante de la médecine de demain à condition de 

mettre au point des vecteurs aussi efficaces pour les protéines que pour les acides 

nucléiques.  
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Abstract 

We hereby present different DNA nanocarriers consisting of new multimodular systems 

(MMS), containing the cationic lipid dioleylaminesuccinylparomomycin (DNA MMS DOSP), 

or bis (guanidinium)-tren-cholesterol (DNA MMS BGTC), and DNA lipid nanocapsules 

(DNA LNCs). Active targeting of the asialoglycoprotein receptor using galactose as a ligand 

for DNA MMS (GAL DNA MMS) and passive targeting using a PEG coating for DNA LNCs 

(PEG DNA LNCs) should improve the properties of these DNA nanocarriers. All systems 

were characterised via physico-chemical methods and the DNA payload of DNA LNCs was 

quantified for the first time. Afterwards, their biodistribution in healthy mice was analysed 

after encapsulation of a fluorescent dye via in vivo biofluorescence imaging, revealing various 

distribution profiles depending on the cationic lipid used and their surface characteristics. 

Furthermore, the two vectors with the best prolonged circulation profile were administered 

twice in healthy mice revealing that the new DNA MMS DOSP vectors showed no toxicity 

and the same distribution profile for both injections, contrary to PEG DNA LNCs which 

showed a rapid clearance after the second injection, certainly due to the accelerated blood 

clearance (ABC) phenomenon. 

 

Keywords:  

Lipid nanocapsules; multimodular systems; repeated administration; targeting; ABC 

phenomenon  
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INTRODUCTION 

Gene therapy is an emerging technology that aims to permanently or temporarily correct a 

gene defect by the intracellular delivery of nucleic acids [1]. Gene defects can either arise 

during cell division processes or be due to external agents (such as UV or other radiation, 

chemical substances). The introduction of a plasmid DNA, encoding the native form of the 

gene can be a way to conquer these gene defects. Since naked plasmid DNA is quickly 

degraded by blood nucleases and in general shows no relevant therapeutic effects when 

administered systemically [1], vectors are necessary to transport plasmid DNA into the cell 

nucleus. In general, as with any drug, gene transfer complexes must reach their intended site 

of action to induce therapeutic effects, but this can be compromised through unspecific 

interactions, especially if they are frequently re-administrated. Consequently, one basic 

challenge for non-viral gene therapy is to develop an approach that delivers a therapeutic gene 

into selected cells. With this aim in mind, two different types of promising nanocarriers were 

developed in our laboratories: lipid nanocapsules (DNA LNCs) and multimodular systems 

(DNA MMS). DNA LNCs consist of a lipophilic lipid core, containing a mixture of 

triglycerides and polyglyceryl-6 dioleate surrounded by a shell composed of free polyethylene 

glycol (PEG) and hydroxystearate-PEG (HS-PEG) [2]. To encapsulate hydrophilic DNA in 

the lipophilic lipid core, the first step consists of complexing the anionic DNA with cationic 

lipids, to form lipoplexes which are then introduced into the formulation process of DNA 

LNCs, based on phase-inversions of an emulsion [3]. DNA LNCs encapsulating a luciferase-

coding plasmid DNA proved their transfection efficacy in vitro [4] and, after surface-coating 

with DSPE-PEG2000 chains forming PEG DNA LNCs, prolonged their circulation in the blood 

and their transfection efficacy in vivo in a tumour model [5, 6]. DNA MMS also exhibit a dual 

structure: a core composed of lipoplexes and an external corona of steric stabilisers capable of 

carrying the ligands necessary for active targeting. The first DNA MMS that were developed 



Annexes – Publication 2 

245 
 

consisted of the cholesterol derivate BGTC (bis-guanidinium-tren-cholesterol) as a cationic 

lipid, the plasmid pCMV luciferase, and the steric stabiliser F108 (a block copolymer of PEO 

and PPO), with or without galactose as a ligand. They had already been tested in vitro on 

primary hepatocytes [7] and demonstrated a specific transfection for galactosylated DNA 

MMS due to the recognition of the galactose ligands by asialoglycoprotein receptors, present 

on hepatocytes. 

 

With the aim of developing new, efficient non-viral DNA nanocarriers, new MMS containing 

the aminoglycoside derivate DOSP (dioleylsuccinylparomomycin) were developed and 

compared to the already in vitro-tested DNA MMS BGTC. In parallel, the DNA payload in 

DNA LNCs was for the first time quantified and localised. Afterwards, both DNA MMs, in 

the presence and absence of galactose, as well as DNA LNCs and PEG DNA LNCs, were 

injected for the first time via intravenous injection into healthy mice and their different 

biodistribution and kinetics were explored, via non-invasive in vivo biofluorescence imaging 

(BFI) [8]. Finally, PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP, the DNA nanocarriers with the 

longest circulation time, were tested for repeated administration since in future therapeutic 

applications multiple injections can be envisaged to improve the effect of the plasmid DNA. 

 

RESULTS 

DNA nanocarrier characterisation 

DNA MMS DOSP – new multimodular systems for systemic administration 

Similar to DNA MMS BGTC, new DNA MMS containing the cationic lipid DOSP were 

developed. They can be recovered with galactose in order to target the asialoglycoprotein 

receptors in future applications directed to the liver. To determine their colloidal stability [9], 
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electrophoresis experiments (Fig. 1a), size measurements (Fig. 1b) and fluorescence 

measurements (data not shown) of DOSP/DOPE/DNA lipoplexes were performed at different 

charge ratios (CR), defined as the ratio of the cationic lipid charge to the anionic nucleic acid 

charge (+/-) [10]. Three zones of colloidal stability A (CR < 2), B (CR 2 – 5) and C (CR > 5) 

were determined with a complete complexation of the nucleic acids at CR ≥ 2 indicated by 

low fluorescence intensities in electrophoresis experiments and fluorescence measurements 

(data not shown). As a consequence, CR 2 was chosen, but lipoplexes at this CR rate had an 

increased size and were colloidally unstable. To prevent their aggregation due to their neutral 

surface charge, the polymer F108 was added to reduce efficiently their size (final size about 

100 - 130nm, Fig. 1c). Additionally, for all F108/DNA ratios tested, no fluorescence signal 

was detected in electrophoresis experiments thus indicating no dissociation of the lipoplexes 

(Fig. 1d). In view of these results, and in accordance with DNA MMS BGTC, the F108/DNA 

and F108-gal/DNA ratio of 300 (w/w) was chosen. 

 

DNA LNCs – quantification of the DNA payload 

To check DNA complexation (lipoplexes) or encapsulation (DNA LNCs) and to confirm that 

the purification and that the post-insertion process did not modify the DNA encapsulation in 

PEG DNA LNCs, gel electrophoresis experiments were performed. When LNCs were intact, 

only very low fluorescence signals were detected for both types of LNCs, indicating neither a 

loss of DNA nor the liberation of DNA from the DNA LNCs (Fig. 2a). In contrast, after LNC 

destruction with Triton, an intense fluorescence signal was observed in both cases. 

Afterwards, the DNA localisation (lipoplexes versus LNCs) was determined using a newly-

developed quantitative method based on chloroform extraction and subsequent UV 

spectroscopy analysis at 260nm. Our hypothesis is that DNA could be potentially localised in 

four different compartments of the formulation (Fig. 2b): (1) free DNA molecules, (2) DNA 
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molecules in lipoplexes outside LNCs, (3) lipoplexes encapsulated in LNCs, and (4) DNA 

molecules encapsulated in LNCs dissociated from cationic lipids. DNA quantification, before 

purification or postinsertion (Table 1), revealed about 16% of free DNA molecules, 

corresponding to a small line of fluorescence at gel electrophoresis experiments, about 65% in 

lipoplexes outside DNA LNCs and up to 22% of DNA encapsulated in LNCs, whereas the 

major part was dissociated from cationic lipids (21% versus 1%). The experimental DNA 

payload was about 0.07% compared to the theoretical DNA payload of 0.29%. To eliminate 

free DNA, DNA LNCs were purified by gel chromatography before being coated with PEG 

and use for in vivo experiments. Due to the similar size between DNA LNCs and DNA 

lipoplexes, we hypothesized that these last particles were not totally eliminated by 

chromatography columns. Consequently, DNA LNCs or PEG DNA LNCs used for the 

different experiments likely corresponded to a mixture of DNA lipoplexes and LNC. To 

ensure the homogen composition from batch to batch, all preparations were characterised by 

physico-chemical methods before use for further experiments. 

Physico-chemical characterisation of the different DNA nanocarriers 

The lipoplex composition used for DNA LNCs, PEG DNA LNCs, DNA MMS BGTC, GAL 

DNA MMS BGTC and the newly developed DNA MMS DOSP and GAL DNA MMS DOSP, 

as well as the polymer/DNA ratios used for in vivo experiments are listed in Table 2. The 

plasmid luciferase was initially chosen as a model because it can be quantified quite easily. 

Before using these DNA nanocarriers for in vivo experiments, they were characterised by size 

and zeta potential measurements (Table 2). DNA LNCs had a size of 114nm with a PDI of 0.3 

and a positive zeta potential of +27mV. Coating the surface with DSPE-PEG2000 resulted in a 

size of 132nm and a negative zeta potential of -17mV due to dipolar interactions of PEG with 

water as previously described [11]. DNA MMS showed sizes of 150nm (BGTC) and 200nm 

(DOSP) with a polydispersity index (PDI) of 0.4. The addition of galactose resulted in a size 
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of 300nm for GAL DNA MMS BGTC, which agrees well with previous results [7], and 

resulted in a size of 150nm for GAL DNA MMS DOSP with a PDI of 0.5 and unchanged 

neutral zeta potentials. 

 

In vivo biofluorescence imaging in healthy animals 

Biodistribution after one systemic administration 

For in vivo experiments, nude mice were chosen to avoid hair autofluorescence, to facilitate 

observations by in vivo biofluorescence imaging (BFI) [12], and to compare the results with 

those previously obtained on different tumour models [5, 6, 13]. To follow the DNA 

nanocarriers via BFI, we used as in a previously reported study [5] the fluorescent dye DiD (a 

near-infrared fluorophore used to avoid the autofluorescence wave length emitted by animals) 

encapsulated in the different DNA nanocarriers and images were taken 1, 3, 5 and 24h after 

systemic administration (Fig. 3) from lateral and decubitus dorsal views. Different regions of 

interest were selected to quantify the fluorescence intensities: (1) the abdominal region, 

including liver and bladder, (2) bladder, (3) liver and (4) lungs (Fig. 4). The DNA MMS 

BGTC and GAL DNA MMS BGTC were rapidly accumulated in the liver. This accumulation 

persisted during the whole observation period and was similar for both DNA nanocarriers. 

The fluorescence intensities in the liver were three to four times that in the bladder and about 

two times that in the lungs. DNA MMS DOSP showed an accumulation in the liver, but to a 

lesser extent than for DNA MMS BGTC. A fluorescence signal was also observed in the 

urinary system, and in the lungs during the whole period with similar intensities in liver, lungs 

and bladder. Interstingly, DNA MMS DOSP had an increased circulation time compared to 

the other DNA MMS tested, with fluorescence signals four to five times higher than for GAL 

DNA MMS DOSP and an increase at 24h. The addition of galactose ligands to these systems 
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provided an accentuated accumulation in the liver with less accumulation in the urinary 

system and the lungs than for DNA MMS DOSP. The fluorescence intensities in the liver 

were two times that in the bladder and about one and a third that of the lungs. DNA LNCs 

showed a wide degree of distribution 1h after intravenous administration, with fluorescence 

intensities in the liver and the lungs about two times that in the bladder. Afterwards, an rapid 

and important decrease of the fluorescence signal was observed as the signal was divided by 

two at 3h compared to 1h. The addition of long DSPE-PEG chains augmented the circulation 

time up to 5h after administration with a maximal signal at 3h and showed a wide distribution 

in the whole body as with DNA LNCs at 1h. However, 24h after their administration, no 

fluorescence was detected on the images as the fluorescence signal was only about 60% of the 

initial signal, indicating the elimination of these systems. 

 

Biodistribution after repeated administration 

As the repeated administration of these systems could be envisaged in a treatment context 

(chronic disease), the two systems with the longest circulation profile (PEG DNA LNCs and 

DNA MMS DOSP) were followed via BFI after two intravenous injections administered at 

time intervals of one week (Fig. 4d and 5). Images of the first injection have already been 

described in the previous section. After the second injection of DNA MMS DOSP, the 

biodistribution profile was similar to the first one, represented by a prolonged circulation time 

and an increase of the fluorescence signal at 24h. However, the fluorescence signal in the liver 

and in the lungs were, that time, twice that in the bladder, like for DNA LNCs. The 

biodistribution profile for the PEG DNA LNCs after the second injection showed a reduced 

circulation time and a similar profile to DNA LNCs, with wide distribution in the whole body 

one hour after administration. In contrast, an augmentation of the signal in the lungs and the 
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liver to 2.5 times that in the bladder after the second injection and a high level of intolerance 

to PEG DNA LNCs after the second injection were observed. 

 

Hepatotoxicity of PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP 

To determine the hepatotoxicity of PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP, blood samples 

were collected regularly during the observation period and the enzyme activity of ALAT 

(alanine aminotransferase) and ASAT (aspartate aminotransferase) were quantified (Fig. 5) 

indicating a hepato-toxicity when both ALAT values, specific to the liver, and ASAT values, 

also found in other organs and tissues, were increased. For the group receiving PEG DNA 

LNCs, ASAT and ALAT values showed a slight increase 24h after the first injection. These 

values increased again, but to a lesser extent, 24h after the second injection. However, these 

values are near to the values obtained for the control group (without nanocarrier injection). 

ASAT and ALAT values for the mice receiving DNA MMS DOSP, showed nearly the same 

profile as the ASAT and ALAT values for the control group indicating no hepatotoxicity of 

these DNA MMS. 

 

Fluorescence accumulation and luciferase quantification in different organs 24h after 

i.v. injection  

Twenty four hours after the last administration of DNA nanocarriers (two administrations for 

PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP, one administration for DNA LNCs, DNA MMS 

BGTC, GAL DNA MMS BGTC and GAL DNA MMS DOSP, and no injection for the 

control group), the animals were sacrificed and the fluorescence localisation was determined 

in different organs (liver, lungs, kidneys, spleen and heart) to confirm BF images since BFI is 

affected by tissue depth [8] (Fig. 6). For all DNA nanocarriers, the major intensity was 
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observed in the liver, followed by some fluorescence in the lungs and almost no fluorescence 

intensity in the heart, the spleen and the kidneys. In mice receiving the two injections, the 

luciferase expression was also quantified but revealed little luciferase expression (less than 

2RLU/mg proteins) (data not shown).  

 

DISCUSSION 

New MMS containing the lipids DOSP/DOPE were developed showing comparable physico-

chemical characteristics as previously described for DNA MMS BGTC. In parallel, DNA was 

quantified and localised for the first time using a method based on chloroform extraction and 

spectroscopy analysis and revealed about 22% of DNA being encapsulated in LNCs. The 

major part of this DNA was dissociated from cationic lipids, certainly due to a rearrangement 

of the different lipids around the nucleic acids during the formulation process, since 

lipoplexes with an initial size of about 400nm were encapsulated in DNA LNCs presenting a 

size of about 100nm [2]. However, a large part of the DNA was still complexed in lipoplexes 

outside DNA LNCs which remained in the formulation even after the purification step, 

carried out to eliminate the excess of free components, since they both have similar sizes. This 

was also confirmed by electrophoresis analysis that, showed similar fluorescence intensities 

for DNA LNCs (before the purification step) and PEG DNA LNCs (after the purification 

step) (Fig. 2a). Most of these (PEG) DNA LNCs and DNA MMS, developed in our 

laboratories, presented appropriated characteristics for systemic administration. 

 

In vivo biofluorescence imaging (BFI), a fast, simple and relatively low-cost technique [14], 

was used to determine the biodistribution profiles of the DNA nanocarriers in healthy mice. 

With this aim in mind, the fluorescent tracer, DiD, which is not soluble in water and is known 

to be prone to aggregation and auto-quenching in aqueous buffer [15], was encapsulated in 
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DNA nanocarriers, which mimicked an “organic-like” medium, and thus improved its optical 

properties. However, the fluorescence intensity is not an absolutely quantitative method and 

depends on the tissue observed and its localisation [16]. Furthermore, the quantity of DiD was 

not equal in all systems, but quantities in DNA MMS with the different lipids and ligands 

were equal, so they could be compared on the one side, and quantities in DNA LNCs and 

PEG DNA LNCs on the other side, were also equal and could thus also be compared with 

each other. Each DNA nanocarrier showed a specific biodistribution profile in function of its 

composition. DNA MMS composed of the cationic lipid BGTC had a short circulation time 

and accumulated preferentially in the liver whereas DNA MMS composed of the cationic 

lipid DOSP favoured prolonged circulation time, as evidenced by a clear visible accumulation 

up to 24 hours after the first injection. The addition of the ligand galactose to both systems 

resulted in an accumulation in the liver. This phenomenon is certainly due to the 

asialoglycoprotein receptor (ASGP-R) situated on hepatocytes which recognises terminal, 

galactose-bearing asialoglycoproteins and favours the specific internalisation of galactose-

containing systems [7, 17, 18]. DNA LNCs showed wide distribution but a short circulation 

time which could be increased by being coated with DSPE-PEG chains, as has also been seen 

previously on different tumour models [5, 6, 13]. 

 

Afterwards, the DNA MMS DOSP and PEG DNA LNC systems which had the longest 

circulation times were chosen for repeated administration on healthy animals. DNA MMS 

DOSP showed no hepatotoxicity and similar biodistribution profiles for both injections. 

Interestingly, the fluorescence signal of these systems augmented, contrary to that of the other 

systems, at 24h for both injections. This could be due to a re-distribution or re-metabolisation 

of the labeled lipid, but as it was only observed with these systems, it is likely that this 

phenomenon could be attributed to the DNA complexes rather than the tracer itself. In 
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contrast, PEG DNA LNCs were rapidly eliminated and showed an augmented intolerance on 

healthy mice after the second injection. The elimination process is probably due by the MPS 

system [5], as these DNA nanocarriers are too big for renal elimination. The fluorescence 

signal observed in the bladder is likely due to the tracer (alone or in association with the 

cationic lipids from the lipoplex/LNC mixture). Mice presented signs of paralysis at their 

extremities and difficulty in breathing, typical of a shock response, to the point of rapid 

mortality within 10 to 30 minutes after the injection of some animals. This could be due to the 

accelerated blood clearance (ABC) phenomenon of the PEGylated carriers in combination 

with their inflammatory payload (plasmid DNA) and the use of athymic (nude) mice. This 

phenomenon has already been reported in the literature [19-21] but is still not fully elucidated. 

Two distinct phases can be determined in this phenomenon [22, 23]. (1) The induction phase 

following the first injection, where liposomes, or in our case PEG DNA LNCs, bind and 

cross-link surface immunoglobulin on PEG-reactive B-cells [24], inducing the production of 

anti-PEG IgM and (2) the effectuation phase following the second injection, whereas on the 

one hand, the DNA payload is internalised followed by B-cell stimulatory pathway activation, 

such as TLR 9 [25] and on the other hand, accessory cells are induced to produce cytokines, 

independent of T cell help [25-27] followed by the rapid clearance of the PEGylated carriers 

from the bloodstream, mainly by Kupffer cells in the liver. The severe reactions observed 

here, including the death of some mice, could be due to the non-regulation of the immune 

response due to the use of nude (athymic) mice [21, 28, 29], but the regulation is complex and 

needs further investigations to be fully understood.  

 

For the long-circulating systems, PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP, no luciferase or 

very low expression could be detected 24h after the last injection in any organ although 

fluorescence was observed in the liver. This is in good agreement with our objectif to 
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transfect only deficient cells and no healthy cells. To obtain transfection, a targeting strategy 

is necessary as was observed in other in vivo studies with grafted tumours after i.v. injection 

of PEG DNA LNCs (passive targeting) [6] and GAL DNA MMS DOSP (active targeting) 

(David et al., submitted manuscript). The absence of transfection in the physiological liver, 

observed here, could suggest that the number of hepatocytes transfected by nanoparticles 

compared to the total number of hepatocytes is not sufficient to produce enough luciferase to 

be detected. In contrast, by using targeting strategies, as was done in the other studies, 

accumulated doses were probably greater which should led to more efficient transfection. For 

PEG DNA LNCs, an important point for the absence of luciferase expression is certainly the 

rapid clearance of these DNA nanocarriers after the second injection due to the ABC 

phenomenon. For the future, there are different possibilities to diminish this immunogenic 

response by considering the time interval between the different injections [20, 30], the lipid 

composition of the PEG component [20, 31], the sequence of the pDNA [21] and/or the 

animals [19] used.  

 

In summary, we have presented here various DNA nanocarriers for systemic administration 

with appropriate physico-chemical properties and different biodistribution profiles depending 

on their lipid and surface composition. These DNA nanocarriers represent a promising tool 

for various applications such as tumour targeting or hepatocyte targeting. Furthermore, this 

platform can easily be complemented using other lipids and/or ligands. 
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MATERIALS AND METHODS 

DNA nanocarrier preparations 

All DNA nanocarriers used were based on lipoplex formation prepared by adding equal 

volumes of DNA plasmid (pgWIZ
TM

-luciferase (Gene Therapy systems, Inc., San Diego, CA 

USA)) and liposomes in a defined charge ratio of cationic lipid charge and anionic DNA 

charge to obtain a final DNA concentration of 0.25g/l for DNA MMS or 0.825g/l for DNA 

LNCs. NaCl was added during preparation, to obtain a final concentration of 0.15M. 

Lipoplexes were incubated for 20min at room temperature before use. For liposome 

preparation a cationic lipid DOSP (dioleylamin-succinylparomomycin) (synthesis previously 

described in [32]), BGTC (bis(guanidinium)-tris(2-aminoethyl)amine-cholesterol) (synthesis 

previously described in [33]) or DOTAP (1.2-dioleyl-3-trimethylammoniumpropane) 

(Avanti® Polar Lipids Inc., Alabaster, AL, USA) was weighted with the neutral lipid DOPE 

(1.2-dioleyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) (Avanti® Polar Lipids Inc., Alabaster, AL, 

USA) at the ratios 1/1, 3/2 and 1/1 (M/M) respectively to obtain a final concentration of 

20mM of cationic lipid charge (considering the number of positive charges per molecule: 4 

for DOSP, 2 for BGTC and 1 for DOTAP), and solubilised in chloroform. Chloroform was 

then evaporated under vacuum to obtain a homogeneous lipid film which was hydrated with 

deionised water overnight at 4°C. The next day, liposomes were sonicated and size 

measurement was performed before use. To prepare DNA MMS for BFI, 1,1’-dioctadecyl-

3,3,3’,3’-tetramethylindodicarbocyanine perchlorate (DiD, em. = 644nm; exc. = 665nm) 

(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) was added to the lipids prior to lipid film preparation 

and the steric stabilisers F108 (80% poly(ethylene oxide), MW 14600, generously provided 

by BASF) or F108-gal (synthesis previously described in [7]) were added to DOSP/DOPE or 

BGTC/DOPE liposomes prior tolipoplex preparation. To obtain fluorescent DNA LNCs for 
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BFI, DOTAP/DOPE/DNA lipoplexes (CR = 5), corresponding to 78.9% (w/w), were added to 

9.9% (w/w) lipophilic Labrafac® WL 1349 (Gatefossé S.A., Saint-Priest, France) mixed with 

DiD as described in [34], 3.9% (w/w) oleic Plurol® (Polyglyceryl-6 dioleate) which was 

kindly provided by Gatefossé S.A. (Saint-Priest, France), 1.4% (w/w) NaCl (Prolabo, 

Fontenay-sous-Bois, France), and 5.9% (w/w) Solutol® HS-15 (BASF, Ludwigshafen, 

Germany) [3]. Briefly, after mixing all the components, temperature-cycles around the phase-

inversion-temperature (PIT) were performed under magnetic stirring. Later, ice cooled water 

(obtained from a Milli-Q-plus® system, Millipore, Paris, France) was added (at a ratio 

of1:1.96) to dilute the obtained microemulsion and form LNCs. To eliminate free 

components, DNA LNCs were purified, using PD10 Sephadex columns (Amersham 

Biosciences Europe, Orsay, France), ultrafiltrated with MilliporeAmicon® Ultra-15 

centrifugal filter devices (Millipore, St Quentin-Yvelines, France) and then the salt- and LNC-

concentrations were readjusted to obtain a physiologic concentration of NaCl (150mM) and 

the initial concentration of LNCs (152g/l) [2]. PEG DNA LNCs with a final polymer 

concentration of 10mM were obtained by a post-insertion process which consisted of mixing 

purified DNA LNCs with DSPE-mPEG2000 (1,2-DiStearoyl-sn-glycero-3-

PhosphoEthanolamine-N-[methoxy (polyethylene glycol)-2000], Mean Molecular Weight 

(MMW) = 2,805g/mol,  Avanti Polar Lipids, Inc, Alabaster, USA), and an incubation for 4h 

at 30°C by vortexing every 15 minutes [5].  

 

DNA nanocarrier characterisation 

Size and zeta potential measurements 

Size measurements for DNA MMS DOSP development described in the first section of the 

results were performed using a Malvern Zetasizer 300HSA (Malvern Instruments S.A., 
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Worcestershire, UK) with a dilution of 4:100 in 0.15M NaCl. Size and zeta potential 

measurements for DNA nanocarrier characterisation were performed using a Malvern 

Zetasizer® (Nano Series ZS, Malvern Instruments S.A., Worcestershire, UK) at 25°C, in 

triplicate after dilution at a ratio of 1:100 with deionised water for DNA LNCs or at a ratio of 

4:100 with 0.15M NaCl for DNA MMS DOSP. 

Agarose gel electrophoresis 

Sample preparation for electrophoresis experiments with the aim of DNA MMS DOSP 

development, described in the first section of the results, was performed by mixing complexes 

with Orange Blue loading dye (Promega, Madison, WI, USA). In contrast, a sample 

preparation for electrophoresis experiments with (PEG) DNA LNC formulations was 

performed as previously described [2]. Briefly, a treatment with Triton® X100 (Sigma, Saint-

Quentin Fallavier, France) was performed to destroy a volume of LNCs equivalent to 0.2µg of 

DNA and samples with or without treatment were mixed with gel-loading solution (Sigma, 

Saint-Quentin Fallavier, France). In both cases the prepared samples were then deposited on 

1% agarose gel containing ethidium bromide (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) to 

migrate for about 30 min. at 100V. 

 

DNA quantification in DNA LNCs 

To analyse the free and encapsulated DNA quantity in DNA LNCs, a volume of DNA LNCs 

was mixed with four volumes water (obtained from a Milli-Q-plus® system, Millipore, Paris, 

France) and one volume of chloroform, vortexed and immediately centrifuged for 15 min. at 

12,600rpm at 4°C. The aqueous phase, containing free DNA, was removed and analysed with 

a UV spectrophotometer (UVIKON 922, Kontron Instruments, Munic, Germany) at 260nm. 

The volume removed for quantifying the free DNA was replaced by pure ethanol, to liberate 
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the DNA encapsulated in the DNA LNCs, and 6 volumes of water were added before 

vortexing and immediately centrifuging a second time for 15 min. at 12,600rpm at 4°C. The 

aqueous phase, containing the liberated DNA from DNA LNCs, was removed and analysed as 

previously with a UV spectrophotometer (UVIKON 922, Kontron Instruments, Munic, 

Germany) at 260nm. To analyse the DNA quantity complexed with cationic lipids inside or 

outside the DNA LNCs, the same procedure was used, but water was replaced by 1M of 

NaOH to dissociate the lipoplexes. The first aqueous phase contained the DNA liberated from 

lipoplexes outside DNA LNCs; the second aqueous phase contained the DNA liberated from 

lipoplexes inside DNA LNCs. The DNA quantity was calculated using a calibrating curve 

with different DNA concentrations and compared to the total DNA amount encapsulated in 

theory in DNA LNCs. 

 

In vivo experiments 

DNA nanocarrier administration 

Six- to nine-week-old female, nude SWISS mice (Charles River, France) were housed and 

maintained at the University animal facility; they were processed in accordance with the 

Laboratory Animal Care Guidelines (NIH Publication 85-23, revised 1985) and with the 

agreement of the regional veterinary services (authorisation FR; 29-024). The different 

nanocarriers were injected at volumes of 150µl for DNA LNCs and PEG DNA LNCs, and 

200µl for DNA MMS, by intravenous injection into the tail vein of the mice. Animals 

receiving PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP were injected twice at a time interval of 1 

week between the two injections. The animals were sacrificed 24h after the last intravenous 

injection.  
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In vivo biofluorescence imaging 

To follow the biodistribution of the different nanocarriers, non-invasive fluorescent imaging 

(BFI) was performed 1, 3, 5, and 24h post-injection as described before on two animals per 

group[13]. Briefly, the BFI system of the NightOWL II (Berthold Technologies, Germany) 

equipped with a cooled, slow-scan CCD camera and driven with the WinLight 32 software 

(Berthold Technology, Germany) was used, using the 590nm excitation and 655nm emission 

filters. Each mouse was anaesthetised with isoflurane during the acquisition time (3 seconds 

for one fluorescent acquisition). The fluorescent signal was then quantified or overlaid on a 

picture of each mouse.  

 

Fluorescence and luciferase quantification in different organs 

24h after the last DNA nanocarrier injection, animals were sacrificed and the heart, lungs, 

spleen, liver and kidneys were dissected. Organs from animals receiving no or one DNA 

nanocarrier injection (two animals per group) and organs from half of the animals receiving 

two DNA nanocarrier injections (three animals for the PEG DNA LNCs group and 4 animals 

for the DNA MMS DOSP group) were immediately placed in the BFI-system and 

biofluorescence images were taken using the same settings as for the whole animals. Organs 

from the other half of the animals receiving two injections (4 animals for the PEG DNA 

LNCs group and 5 animals for the DNA MMS DOSP group) were placed in tubes with PLB 

1x (Passive Lysis Buffer, Promega France, Lyon, France) and shred with the gentleMACS 

Dissociator for luciferase quantification. Tubes were centrifuged for 10min. at 1,150g at 4°C 

and the upper phase was transferred into Eppendorf tubes. After another centrifugation of 10 

min. at 20,000g at 4°C, 25µl of the upper phase was placed, in triplicate, in a white, 96-well 
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plate and the quantification with the luciferin reagent (Promega France, Lyon, France) was 

performed with the MLX luminometer plate reader (Dynex, Guyancourt, France). 

 

ALAT – ASAT determination 

Blood samples were collected from the lateral saphenous vein as described in [35] from 

animals receiving no injections (n = 4), PEG DNA LNCs (n = 9) and DNA MMS DOSP (n = 

9). Blood was collected once a day during the analysing period on different animals (two 

untreated animals and 5 treated animals per day) to prevent a too great loss of blood, and were 

collected in Microvette® collection tubes (Sarstedt, Numbrecht, Germany). Afterwards, the 

samples were centrifuged for 2 min. at 10,000g at 4°C and the plasma removed for further 

analysis. ALAT- and ASAT- values were determined using a Selectra-E (Elitech, Signes, 

France). 
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Tables 

 
(1) 

Free DNA 
[%] 

(2) 
Free 

lipoplexes 
[%] 

(3) 
Encapsulated 
lipoplexes [%] 

(4) 
Encapsulated 

DNA [%] 

DNA in 
LNCs [%] 

(3 + 4) 

DNA 
payload

a
 

[%] 

Formulation 1 0 85 +/- 4 1 +/- 1 15 +/- 6 16 +/- 4 
0.05 +/- 

0.01 

Formulation 2 21 +/- 20 56 +/- 34 6 +/- 8 21 +/- 21 27 +/- 14 
0.09 +/- 

0.06 

Formulation 3 27 +/- 5 53 +/- 1 0 21 +/- 4 21 +/- 4 
0.07 +/- 

0.02 

Mean 16 +/- 14 65 +/- 18 1 +/- 2 21 +/- 5 22 +/- 5 
0.07 +/- 

0.02 
a
Experimental DNA payload [%] calculated as w (DNA in LNCs)/ w (formulation) * 100 

 

Table 1: DNA quantification in three different formulations before purification and post-insertion with DSPE-

PEG 

 

 

Table 2: Characteristics of the different DNA nanocarriers 

 

DNA nanocarrier specifications 

 
DNA 
LNCs 

PEG DNA 
LNCs 

DNA 
MMS 
BGTC 

GAL DNA 
MMS BGTC 

DNA 
MMS 
DOSP 

GAL DNA 
MMS 
DOSP 

 Lipoplex composition 

Plasmid pGWIZ-luciferase 

Lipids DOTAP/DOPE BGTC/DOPE DOSP/DOPE 

Charge ratio 5 2 

 Polymer composition 

Polymer 
- 

DSPE-
PEG2000 

F108 F108-gal F108 F108-gal 

Ratio 
polymer/DNA 

- 70 (w/w) 300 (w/w) 

  

Size [nm] 114 +/- 25 132 +/- 3 150 +/- 32 298 +/- 171 198 +/- 57 152 +/- 58 

PDI 0.3 0.3 0.4 0.5 0.4 0.5 

Zeta potential 
[mV] 

27 +/- 12 -17 +/- 4 -3 +/- 2 -2 +/- 1 0 -2 +/- 0 



Annexes – Publication 2 

266 
 

Figures 

 

Figure 1: Development of DNA MMS DOSP 

Electrophoresis experiments (1a) and size measurements (1b) were performed at different charge ratios of 

DOSP/DOPE/ADN lipoplexes to determine their colloidal stability. Size measurements (1c) and electrophoresis 

experiments (1d) of DOSP/DOPE/ADN lipoplexes at CR 2 with different polymer/DNA ratios were performed 

to determine the quantity of polymer used for DNA MMS DOSP. 

 

 

Figure 2: DNA Quantification in DNA LNCs 

2a) Electrophoresis experiments were performed to check DNA encapsulation in DNA LNCs and PEG DNA 

LNCs. 2b) Schematic representation of DNA localisation in the DNA LNC formulation (1) as free DNA, (2) in 

lipoplexes outside LNCs, (3) in lipoplexes inside LNCs or (4) in LNCs dissociated from cationic lipids. 
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Figure 3: BFI of the different DNA nanocarriers administered viai.v. injection in healthy animals at different 

times 

DNA MMS BGTC, GAL DNA MMS BGTC, DNA MMS DOSP, GAL DNA MMS DOSP, DNA LNCs and 

PEG DNA LNCs encapsulating a fluorescent tracer, DiD, were injected i.v. in healthy mice (two animals per 

group) and BFI images were taken at different times (1h, 3h, 5h and 24h after injection) from decubitus dorsal 

(first line) and lateral (second line) views to follow their biodistribution. 
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Figure 4: Fluorescence quantification after systemic administration of the different DNA nanocarriers in healthy 

mice 

Different regions of interest were selected to quantify the fluorescence signal from images taken via BFI at 

different times (1h, 3h, 5h, 24 after the first injection, or before (0h), 1h, 3h, 5h and 24h after the second 

injection) shown in Figure 3 and 5 (two animals per group): (1) the abdominal region, including liver and 

bladder, (2) bladder, (3) liver and (4) lungs. (a) Animals receiving one injection of DNA MMS BGTC or GAL 

DNA MMS BGTC, (b) animals after one injection of DNA MMS DOSP or GAL DNA MMS DOSP, (c) animals 

after one injection of DNA LNCs or PEG DNA LNCs and (d) animals after two injection of DNA MMS DOSP 

or PEG DNA LNCs. 
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Figure 5: BFI of DNA nanocarriers in healthy animals after repeated, systemic administration 

PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP encapsulating the fluorescent dye DiD were injected twice 

intravenously in healthy animals with a time interval of 1 week between administrations and BFI images were 

taken (from two animals per group) at different times (1h, 3h, 5h and 24h after each injection and one day before 

the second injection (0h)) from decubitus dorsal (first line) and lateral (second line) views to follow their 

biodistribution. 
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Figure 6: ALAT and ASAT quantification to determine hepatotoxicity of PEG DNA LNCs and DNA MMS 

DOSP 

Blood samples of animals receiving no injection (control, diamonds), PEG DNA LNCs (triangles) or DNA MMS 

DOSP (circles) were collected once a day during the observation period, starting 1h before the injection of the 

DNA nanocarriers, to analyse the hepatotoxicity of these DNA nanocarriers, represented by ALAT (continuous 

lines) and ASAT values (dashed lines) (n = 2 for untreated animals and n = 5 for treated animals). 
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Figure 7: BFI of DNA nanocarriers in different organs 24h after the last systemic administration 

Animals were sacrificed 24h after the last injection of DNA nanocarriers and the fluorescence intensity in (1) 

liver, (2) lungs, (3 and 4) kidneys, (5) heart and (6) spleen measured via BFI. All images were taken with the 

same settings. (a) control animals receiving no injection (n = 2), (b) animals receiving one DNA MMS BGTC 

injection (n = 2) (left) or one GAL DNA MMS BGT injection (n = 2) (right), (c) animals receiving two DNA 

MMS DOSP injections (n = 3) (left) or one GAL DNA MMS DOSP injection (n = 2) (right), (d) animals 

receiving one DNA LNC injection (n = 2) (left) or two PEG DNA LNC injections (n = 4) (right). 
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Résumé 

 

Les biothérapies constituent un domaine de la médecine en plein essor, basé sur l'utilisation 

de produits issus du vivant. Ces biothérapies reposent notamment sur la délivrance 

intracellulaire de macromolécules biologiques tels les acides nucléiques ou les protéines. 

Ces composés sont pour la plupart incapables de franchir les membranes biologiques et 

nécessitent l'utilisation de vecteurs aptes à les véhiculer jusqu'à leur cible intracellulaire. Les 

copolymères à blocs constituent une classe de vecteurs particulièrement efficaces pour le 

transfert de gènes in vivo. Leur mode d'action étant encore mal compris, nous nous sommes 

attachés à l'étude de leur mécanisme et avons observé qu'ils sont capables de délivrer de 

l'ADN directement dans le cytosol des cellules visées. Nous les avons ensuite exploités dans 

le développement d'un protocole de vaccination à ADN pour le traitement de l'asthme 

allergique. L'autre grande classe de vecteurs synthétiques pour le transfert de gènes est 

constituée par les lipides cationiques. Largement utilisés in vitro, leur efficacité demeure 

limitée in vivo. L'étude de leurs propriétés physicochimiques nous a amenés à participer au 

développement rationnel de nouveaux lipides cationiques peu toxiques et utilisables pour le 

transfert de gènes in vivo. En parallèle, nous avons exploité ces composés dans le 

développement de nanovecteurs capables de délivrer des protéines dans des cellules 

vivantes, et avons étudié leurs propriétés physicochimiques afin de comprendre leur mode 

d'action. Nos observations nous ont conduits à exploiter ces composés afin de cibler la 

kératine 8, une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de la mucoviscidose.   

 

Mots clés : vecteur, délivrance intracellulaire, protéine, acide nucléique, vaccination, lipide 

cationique, copolymère à blocs, mucoviscidose.  
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Summary 

 

Biotherapies are an expanding field of medicine based on life-derived products. Notably, they 

rely on the intracellular delivery of biological macromolecules such nucleic acids or proteins. 

These compounds cannot cross biological membranes and need a vector to bring them to 

their intracellular target. Block copolymers constitute a class of very efficient vectors for in 

vivo gene delivery, but their mechanism of action is ill-defined. We have studied their 

mechanism and have shown that they are able to deliver DNA directly into cell cytosol. Then, 

we have used these vectors to develop a protocol of DNA-based vaccination for the 

treatment of allergic asthma. Synthetic vectors also comprise cationic lipids, widely used in 

vitro but rather inefficient in vitro. By studying the relationships between their efficacy and 

their physicochemical properties, we participated to the development of new, non toxic 

cationic lipids which could be used for in vivo gene transfer. We also used these compounds 

to develop  vectors for the intracellular delivery of proteins into living cells, and studied their 

properties to get a better view of their mechanism of action. Finally, we exploited these new 

vectors to target keratin 8, a potential therapeutic target for the treatment of cystic fibrosis.  

 

Keywords : vector, intracellular delivery, protein, nucleic acid, vaccination, cationic lipid, block 

copolymer, cystic fibrosis.  

 


	Sommaire
	Table des illustrations
	Liste des abréviations
	Avant propos
	Généralités
	Chapitre 1 - Délivrance intracellulaire d'acides nucléiques
	Chapitre 2 - Vecteurs viraux
	Chapitre 3 - Vecteurs synthétiques pour le transfert de gènes
	A.  Les lipides cationiques
	1.  Structure
	a Tête cationique
	b Queue hydrophobe

	2.  Caractéristiques physicochimiques des complexes lipide cationique/acides nucléiques
	a Etat de complexation de l'ADN au sein des lipoplexes
	b Stabilité colloïdale des lipoplexes
	c Morphologie des lipoplexes

	3.  Mécanisme d'action des lipides cationiques
	a Attachement à la membrane et internalisation
	b Echappement endosomal
	c Dissociation du complexe lipide cationique / ADN
	d Trafic intracellulaire du plasmide et importation nucléaire

	4.  Les derives lipidiques d'aminoglycosides (DLA)
	5.  Transfert d'acides nucléiques in vivo par les lipides cationiques

	B.  Les polymères
	1.  Polymères cationiques
	2.  Copolymères à blocs amphiphiles
	a Structure et propriétés
	b Mécanisme d'action



	Chapitre 4 - Délivrance intracellulaire d'ADN et immunothérapie
	A.  Détection intracellulaire de l'ADN exogène
	1.  Récepteurs conduisant à l'activation de la transcription
	a TLR9
	b ZBP1
	c DHX
	d RIG-I et ARN polymérase III

	2.  Récepteurs conduisant à la formation d'un inflammasome
	a AIM2


	B.  Vaccination à ADN

	Chapitre 5 - Délivrance intracellulaire de protéines
	A.  Vecteurs pour la délivrance intracellulaire de protéines
	1.  Méthodes physiques
	a Micro-injection
	b Electroporation

	2.  Internalisation spontanée
	a Immunotoxines
	b Domaines de transduction protéique
	c Virus recombinants

	3.  Vecteurs synthétiques
	a Polymères
	b Vecteurs lipidiques




	Matériels et méthodes
	1.  Lipides cationiques et colipides – Formulations lipidiques
	2.  Protéines – Formulation des complexes lipide cationique / protéine
	3.  Mesure de taille des complexes lipide cationique/protéine
	4.  Electrophorèse des complexes lipide cationique/protéine
	5.  Culture cellulaire
	6.  Délivrance intracellulaire des protéines
	7.  Quantification de la β-gal internalisée
	8.  Observation de l'histone et des anticorps internalisés
	9.  Cryo-TEM
	10.  Mesure de flux d'iode par vidéomicroscopie

	Résultats
	Chapitre 1 - Délivrance intracellulaire d'ADN par des dérivés lipidiques d'aminoglycosides
	Chapitre 2 - Etude du mode d'action du copolymère à blocs amphiphile F68 pour la délivrance intracellulaire d'ADN
	Chapitre 3  - Développement d'un protocole de vaccination à ADN dans un modèle d'asthme allergique chez la souris
	Chapitre 4  - Développement de nouveaux vecteurs pour la délivrance intracellulaire de protéines
	A.  Criblage d'une librairie de lipides cationiques
	1.  Lipides cationiques inclus dans le criblage
	2.  Stratégie de criblage
	3.  Résultats du criblage de la librairie

	B.  Optimisation des lipides cationiques pour la délivrance intracellulaire de protéines
	1.  Influence de la quantité de protéine du rapport molaire lipide/protéine
	2.  Influence du colipide
	3.  Influence du milieu de formulation des complexes lipide cationique/protéine.
	4.  Influence du sérum
	5.  Influence du temps d'incubation des complexes avec les cellules
	6.  Validation du système sur d’autres types cellulaires
	7.  Localisation intracellulaire de la protéine délivrée par le BGTC:DOPE

	C.  Délivrance intracellulaire de protéines fonctionnelles à destinée cytosolique
	1.  Induction de l’apoptose par délivrance intracellulaire de caspase 3
	2.  Délivrance intracellulaire d’anticorps
	a Délivrance d’un anticorps anti-β-tubuline
	b Délivrance d’un anticorps anti-kératine 8

	3.  Délivrance d’une protéine cationique à destinée nucléaire

	D.  Propriétés physicochimiques des complexes lipide cationique/protéines
	1.  Propriétés des complexes BGTC:DOPE/ β-gal
	a Complexation de la β-gal par le BGTC:DOPE
	b Stabilité colloïdale des complexes BGTC:DOPE/β-gal
	c Morphologie des complexes BGTC:DOPE/ β-gal

	2.  Propriétés des complexes lipide cationique/anticorps
	3.  Propriétés du mélange BGTC:DOPE / histone H1
	a Complexation de l'histone H1 par le BGTC:DOPE
	b Stabilité colloïdale du mélange BGTC:DOPE/histone H1
	c Microscopie électronique du mélange BGTC:DOPE/histone


	E.  Signification du rapport molaire lipide cationique/protéine
	F.  Restauration de CFTR ΔF508 par vectorisation d'anticorps anti kératine 8


	Discussion et perspectives
	Références bibliographiques
	Annexes
	Publication 1
	Publication 2
	DNA nanocarriers for systemic administration - characterisation and in vivo bioimaging in healthy mice
	DNA nanocarriers for systemic administration - characterisation and in vivo bioimaging in healthy mice
	Introduction
	Results
	DNA nanocarrier characterisation
	DNA MMS DOSP – new multimodular systems for systemic administration
	DNA LNCs – quantification of the DNA payload
	Physico-chemical characterisation of the different DNA nanocarriers
	In vivo biofluorescence imaging in healthy animals
	Biodistribution after one systemic administration
	Biodistribution after repeated administration
	Hepatotoxicity of PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP
	Fluorescence accumulation and luciferase quantification in different organs 24h after i.v. injection
	Discussion
	Materials and methods
	DNA nanocarrier preparations
	DNA nanocarrier characterisation
	Size and zeta potential measurements
	Agarose gel electrophoresis
	DNA quantification in DNA LNCs
	In vivo experiments
	DNA nanocarrier administration
	In vivo biofluorescence imaging
	Fluorescence and luciferase quantification in different organs
	ALAT – ASAT determination
	Acknowledgements
	Conflict of interest
	References
	Publication 3

