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Abréviations 
 
A 
AAV : Adeno-Associated Virus (virus adéno-associés) 

ADA : adénosine déaminase 

ADN : acide désoxyribonucléique 

AIBN : α,α’-azoisobutyronitrile 

ARN : acide ribonucléique 

B 
Boc : tert-butyloxycarbonyle 

BSA : Bovine Serum Albumin (albumine de sérum bovin) 

C 
CFTR : Cystic Fibrosis Transmembranar Receptor (récepteur transmembranaire de la fibrose 

kystique) 

CH3CN : acétonitrile 

D 
DCC : dicyclohexyl-carbodiimide 

DMEM : Dulbecco’s Medium Eagle Modified (milieu de Eagle modifié par Dulbecco) 

DMSO : diméthylsulfoxide 

DTNB : acide 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoïque) 

DPBS : Dulbecco’s Phosphate Buffered Solutions (solutions de Dulbecco tamponnées au 

phosphate) 

E 
EGF: Epidermal Growth Factor (facteur de croissance épidermale) 

ETBr. : Ethidium Bromide (bromure d’éthidium) 

F 
FCS: voir SVF 

FGF: Fibroblast Growth Factor (facteur de croissance des fibroblastes) 

G 
GBM : Glioblastome Multiforme 

H 
HOBt : 1-hydroxybenzotriazole 

HSPGs :Heparan Sulfate Proteoglycan’s (protéoglycanes du type sulfate d’héparine) 



 

L 
LDL : Low Density Lipoprotein (lipoprotéine faible densité) 

M 
MPS : Mononuclear Phagocyte System (système phagocytaire mononucléé) 

N 
NEt3 : triéthylamine 

NHS : N-hydroxysuccinimide 

NLS : Nuclear Localisation Signal (signal de localisation nucléaire) 

NMR : Nuclear Magnetic Resonance (Résonance Magnétique Nucléaire RMN) 

P 
p(DMAEMA) : poly[2-(diméthylamino) méthacrylate d’éthyle] 

PAMAM : polyamidoamine 

PEG : polyéthylène glycol 

PEI : polyéthylèneimine 

pHPMA : polyhydroxy-méthacrylamide 

PLL : poly-(L)lysine 

PMA : Phorbol Myristate Acétate 

R 
RES : Reticulo-Endothelial System (système réticulo-endothélial) 

RF : récepteur folate 

RGD : arginine-glycine-acide aspartique 

S 
SCID : Severe Combined Immunodeficiency Diseases (déficits combinés immunitaires 

sévères) 

SVF :Sérum de Veau Fœtal (fetal calf serum FCS)  

T 
TEG : tétraéthylène glycol 

Tf : transferrine 

TFA : acide trifluoroacétique 

THF : tétrahydrofurane 

THM : trishydroxyméthyle 

TsCl : chlorure de tosyl 



 

X 
X-SCID : X-Severe Combined Immunodeficiency Diseases (déficits combinés immunitaires 

sévères liés au chromosome X) 

U 
US : Ultrasons 

UV : Ultraviolet 

V 
VIH-1 : Virus de l’Immunodéficience Humaine 1 
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INTRODUCTION GENERALE 

 
 
 
 
 

Le concept de thérapie génique, imaginé il y a une trentaine d’années, est une 

application à des fins médicales des connaissances de la biologie moléculaire et de la 

génétique. Son but est de soigner ou de prévenir les maladies par l’utilisation d’un gène 

comme médicament. En pratique, elle consiste à transférer un gène dans les cellules soit pour 

compenser le dysfonctionnement d’un gène altéré ou absent, soit pour ajouter une nouvelle 

fonction à la cellule dans un but thérapeutique ou préventif. Cette nouvelle approche du 

traitement des pathologies est un profond changement des stratégies thérapeutiques. Car au 

lieu de traiter les symptômes, ce concept s’attaque à la cause des maladies et ouvre ainsi de 

nouvelles perspectives dans le traitement d’affections jusqu’à maintenant incurables. Elle 

s’applique potentiellement non seulement aux maladies génétiques, mais aussi aux maladies 

acquises telles que les cancers, les maladies neurodégénératives ou les pathologies 

infectieuses (hépatites, SIDA). 

Les premiers essais cliniques de thérapie génique chez l’homme dans le traitement de 

déficits immunitaires sévères (SCID) ont démontré les difficultés d’application de cette 

thérapie. Les succès incontestables obtenus chez des patients souffrant de pathologies ADA-

SCID ou X-SCID1 se sont suivis malheureusement de complications comme des leucémies 

chez certains patients atteints de X-SCID.2 Ces constatations soulignent les difficultés 

d’obtenir une méthode de thérapie génique fiable pour la médecine de demain. 

 

C’est pourquoi le développement d’une thérapie génique sûre et efficace passe par la 

connaissance et la mise au point de véhicules capables de délivrer le gène médicament. En 

effet, la nature polyanionique et hydrophile de l’ADN et sa nature macromoléculaire ne lui 

permettent pas d’être utilisé seul comme un principe actif pharmacologique. Son inaptitude à 

franchir les barrières cellulaires et sa biodégradabilité le rendent dépendant d’un vecteur qui 

l’acheminera à sa cible cellulaire. En outre, ce dernier doit être capable de le compacter, de 

masquer sa charge et de le protéger des dégradations qu’il peut subir dans les milieux 

biologiques. 
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A ce jour, les principaux vecteurs utilisés en essais cliniques sont les vecteurs viraux. 

Les virus sont capables d’insérer efficacement dans les cellules leur patrimoine génétique afin 

de pérenniser leur cycle d’infection. Ces prédispositions acquises durant leur longue évolution 

en ont fait des outils de choix pour la thérapie génique. Mais les nombreux problèmes posés 

par l’emploi de tels vecteurs (production, immunogénicité, sûreté, coût) ont poussé les 

chercheurs à imaginer des systèmes synthétiques capables d’assurer les mêmes fonctions que 

les virus, mais sans leurs inconvénients. 

 

Ces vecteurs non viraux ou vecteurs synthétiques ont connu un essor considérable 

depuis une quinzaine d’années. Une multitude de vecteurs (poly)cationiques lipidiques ou 

polymériques ont été synthétisés et évalués in vitro et in vivo. Leur capacité à complexer 

l’ADN grâce aux interactions électrostatiques pour former des particules appelées lipoplexes 

ou polyplexes3 et l’aptitude de ces particules à transfecter les cellules en culture ont permis 

d’explorer de nouvelles voies d’applications de la thérapie génique. Cependant, ces systèmes 

présentent eux aussi de nombreuses limitations en terme d’efficacité, de spécificité, de 

biodisponibilité. Ces limitations sont entre autres liées (i) à leur nature souvent cationique qui 

est à l’origine de nombreuses interactions non-spécifiques avec les composants des fluides 

biologiques et divers types cellulaires qui limitent l’accès de ces particules à la cible tissulaire 

et cellulaire, et (ii) aux obstacles que rencontre le gène pour pénétrer dans la cellule puis dans 

le noyau cellulaire pour être exprimé. 

 

Le succès d’une thérapie génique avec les vecteurs non viraux est tributaire de 

l’élaboration de systèmes capables de s’affranchir de ces obstacles. Les virus constituent des 

modèles pour l’élaboration de tels systèmes ou “ virus synthétiques ” (figure 1) qui sont en 

effet les instruments ou outils nécessaires pour une application fiable et efficace de la thérapie 

génique. 
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Le projet de thèse qui m’a été confié s’inscrit dans une optique d’amélioration des 

propriétés pharmacologiques des vecteurs synthétiques. Ce travail a concerné tout 

particulièrement la synthèse et l’évaluation de deux familles de vecteurs synthétiques, à 

savoir : 

 

  Les cotélomères “ di-block ” et “ random ” pour la formulation de particules 

d’ADN “ furtives ” 

 

Les connaissances acquises concernant le transport et la vectorisation de médicaments 

par des systèmes particulaires (liposomes, nanoparticules, nanosphères) et l’amélioration de 

leur biodisponibilité via l’utilisation de polymères hydrophiles (comme les polyéthylènes 

glycols) ont été mises à profit pour tenter d’améliorer la biodisponibilité des systèmes 

synthétiques. La formulation de particules d’ADN “ furtives ” à partir de vecteurs 

synthétiques greffés à des polymères hydrophiles devrait conférer à ces particules, des 

potentialités de transport et de persistance dans les milieux biologiques qui limitaient jusqu’à 

maintenant l’efficacité des particules d’ADN “ conventionnelles ”. Dans le cas d’une 

administration par la voie systémique, cette stratégie, en minimisant les interactions avec les 

constituants sanguins, devrait permettre d’éviter leur trop rapide élimination de la circulation 
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sanguine et donc d’augmenter leur probabilité d’atteindre leur cible cellulaire. Cette stratégie 

pourra aussi jouer un rôle additionnel en diminuant la toxicité des complexes. 

 

Les vecteurs synthétiques élaborés au cours de ce travail font suite à des études 

réalisées au laboratoire avec des polymères particuliers (les télomères et cotélomères 

(lipo)polyaminés) qui se sont avérés être des agents de transfection très efficaces in vitro.4-6 

Pour l’élaboration de particules d’ADN “ furtives ”, nous avons élaboré deux séries de 

(co)télomères, l’une de type “ di-block ” qui est composée d’une partie polyaminée connectée 

à une partie polyéthylène glycol, l’autre de type “ random ” dont la structure repose sur une 

combinaison aléatoire d’unités aminés et de résidus tétraéthylène glycol (TEG) ou 

trishydroxyméthyle (THM) (Schéma 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L =  

T = tétraéthylène glycol (O(CH2CH2O)4Me),

        Trishydroxyméthyl (NHC(CH2OH)3) 

[Me

nCF3CO2
-

S[CH2CH]m

O T

L [CH2CH]n H

O NCH2CH2NH3
+

S[CH2CH]n

O NHCH2CH2

L H

R

2CHCH2]2NC(CH2)2

O
L = polyéthylène glycol (PEG2000), 

 

R = NH3
+, CH2NHMe2

+ 

Schéma 1 : structures des cotélomères « diblock » et « random » synthétisés 

Cotélomères « random » Cotélomères « diblock » 

 

 

  Les conjugués AMD3100-lipides, -télomères et -polymères pour la formulation 

de particules ciblées et un transfert de gène spécifique 

 

La nécessité de disposer d’un arsenal de vecteurs synthétiques permettant de réaliser 

un transfert de gène spécifique, nous a incité à élaborer divers conjugués de l’AMD3100 

(Schéma 2) qui peuvent être utilisés pour la formulation de particules d’ADN ciblées. 

L’AMD3100 est une molécule de faible masse moléculaire et est un antagoniste puissant et 
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spécifique du récepteur de chimiokines CXCR-4. Ce récepteur est un des deux principaux 

corécepteurs utilisés par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH-1) pour infecter 

notamment les lymphocytes T4. Ce récepteur est aussi surexprimé par certaines tumeurs 

cérébrales et par des métastases du cancer du sein. La conjugaison de l’AMD3100 à des 

lipoplexes et polyplexes peut donc constituer un outil de choix pour réaliser la transfection 

spécifique de cellules tumorales et/ou infectés par le VIH qui expriment CXCR4.  

 

 

R = 

R = [H(CH2)18]2NC(O)(CH2)2S(CH2)2NH 
 

[Me2CHCH2]2NC(CH2)2

O nCF3CO2
-

S[CH2CH]n

O NHCH2CH2NH3
+

[CH2CH]m H

O NHCH2CH2NH

N

HNNH

N

O

NH

NH HN

N

R

AMD3100 

Schéma 2 : conjugués de l’AMD3100 

R = PEI-(NH) 
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 La première partie de ce manuscrit est consacrée à une mise au point bibliographique 

concernant la thérapie génique et les vecteurs de transfert de gènes, et plus particulièrement 

les vecteurs synthétiques. Nous insisterons sur les divers problèmes posés par le transfert de 

gènes in vitro et in vivo et en particulier les étapes limitantes comme le trafic extracellulaire et 

l’entrée spécifique dans la cellule. 

 

 La deuxième partie est consacrée aux différents cotélomères “ furtifs ” développés au 

cours de ce travail de thèse. Nous aborderons sous forme d’une publication (Bioconjugate 

Chemistry 2002, 13(6), 1292-1301), leur synthèse et l’évaluation in vitro de leur potentiel en 

tant qu’agent de transfert de gènes. 

 

 La troisième partie est consacrée aux différents conjugués AMD3100 que nous avons 

élaborés. Nous aborderons également sous forme de publication qui a été soumise à 

Bioconjugate Chemistry, leur synthèse et leur aptitude à réaliser un transfert de gènes 

spécifique dans des cellules CXCR4 (+). 

 

 Une conclusion sur l’ensemble de ces travaux permettra de faire un bilan de nos 

résultats, d’énoncer les retombées de notre travail et les perspectives de recherche à venir. 
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I Introduction : le gène comme médicament 

 
L’être humain est constitué de milliards de cellules d’aspects et de fonctionnements 

extrêmement différents. Toutes ces cellules sont issues de la même cellule initiale : la cellule 

œuf ou zygote. Le développement et la formation de l’être humain résultent de divisions 

multiples et successives de cette cellule initiale, suivies d'une différenciation progressive des 

cellules filles en plusieurs centaines de types cellulaires différents. Ce processus de 

différenciation et de morphogenèse est propre aux cellules eucaryotes. La particularité de ces 

cellules est la présence d’un compartiment interne spécifique et séparé du reste de la cellule, 

le noyau, qui renferme l’information génétique responsable de cette diversité. Cette 

information a pour support une macromolécule complexe : l’ADN (acide 

désoxyribonucléique). L’unité structurale de l’ADN est le nucléotide, lui-même composé 

d’un sucre (pentose), d’un groupement phosphate et d’une base azotée. L’enchaînement de 

deux chaînes de nucléotides appariés par leurs bases détermine une structure 

tridimensionnelle dite en “double hélice” proposée il y a maintenant 50 ans par Watson et 

Crick. Un fragment de cette double hélice composé de plusieurs nucléotides est l’unité de 

base de l’information génétique : le gène. L’ensemble des gènes, qui constitue le patrimoine 

génétique d’un être vivant (génome), code pour un ensemble de protéines (protéome) qui 

assure la majorité des fonctions et spécificités cellulaires et tissulaires. 

La transformation de l’information génétique portée par les gènes en fonction, assurée 

par les protéines, se déroule lors d’un processus complexe qui regroupe plusieurs étapes. La 

transcription du gène en différents acides ribonucléiques (ARN), l’ARN messager (ARNm), 

l’ARN de transfert (ARNt) et l’ARN ribosomal (ARNr). Ces trois ARN interagissent au cours 

du processus de traduction qui aboutit à l’assemblage d’une chaîne polypeptidique d’ordre 

prédéterminé précurseur de la protéine fonctionnelle. Après maturation, ces protéines assurent 

de nombreuses fonctions vitales dans la cellule et dans l’organisme. 

Au cours des multiples divisions cellulaires, le matériel génétique est théoriquement 

recopié à l’identique. Chaque cellule reçoit ainsi normalement la même information codant 

pour une protéine fonctionnelle. Mais, des erreurs peuvent subvenir durant ces phénomènes et 

persister par la suite, malgré les mécanismes de contrôles cellulaires. Ces mutations sur la 

molécule d’ADN, qui peuvent aussi être induites par des agents extérieurs (UV, produits 

chimiques, radiations) sont majoritairement muettes et n’ont aucune incidence sur l’intégrité 

des protéines produites. Cependant, il arrive que la mutation touche une partie codante du 

 - 8 -



gène entraînant la perte d’activité ou l’absence d’une protéine. Les conséquences sont la 

plupart du temps graves car elles entraînent des pathologies d’origine génétique, héréditaires 

ou acquises. Par exemple, la mucoviscidose encore appelée fibrose kystique, est la plus 

fréquente des maladies héréditaires mortelles des populations européennes, et touche en 

France 1/3000 naissances environ. La mutation du gène sur le chromosome 7, la plus 

fréquemment identifiée (75% des cas), correspond à la délétion sur la protéine CFTR d’un 

seul acide aminé, une phénylalanine. La pathologie chez l’Homme se manifeste 

essentiellement au niveau des poumons, dont les voies aériennes sont progressivement 

obstruées par un mucus trop visqueux. Parmi les pathologies acquises, les cancers issus de la 

division anarchique et incontrôlable des cellules tumorales, représentent les plus importantes 

causes de décès dans les pays développés. Les oncogènes seraient des gènes conférant à la 

cellule une activité de prolifération. Ils servent à coder des facteurs de croissance et leurs 

récepteurs ainsi que des protéines servant à la division cellulaire. Normalement, ils agiraient 

essentiellement lors de la période embryonnaire, et en dehors de cette période, leur activation, 

par exemple à la suite d'une mutation, serait susceptible d’entraîner une synthèse excessive de 

la protéine correspondante. Cette protéine permettrait à la cellule d'échapper aux systèmes 

habituels de régulation et contribuerait à la transformer en cellule maligne. Les anti-

oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs, peuvent entraîner une progression tumorale 

lorsqu'ils sont abolis. Ceux-ci interviennent normalement lorsque le matériel génétique est 

lésé : soit ils permettent une réparation du matériel, soit ils déclenchent la mort cellulaire ou 

apoptose. Ainsi, si la protéine codée par l'anti-oncogène est anormale ou manquante, le 

système de régulation ne fonctionnerait plus, et la cellule non réparée, se diviserait en cellules 

malignes. 

Actuellement, on dénombre environ 4000 maladies d’origine génétique. La plupart de 

ces maladies sont rares et n’affectent que très peu de personnes. Ces maladies dites orphelines 

n’ont, dans la majorité des cas, aucun traitement curatif. 

Parallèlement aux thérapies conventionnelles, qui traitent les symptômes des maladies 

génétiques, le concept de thérapie génique déjà imaginé il y a une trentaine d’années, consiste 

à traiter la base de l’anomalie génétique en utilisant le gène comme médicament. Cette 

thérapie représente un avantage certain par rapport à l’administration répétée de protéines 

recombinantes comme dans le cas de l’hémophilie ou du diabète. Le gène directement inséré 

dans la cellule permettrait la production continue de la protéine, afin d’obtenir des effets 

bénéfiques sur une période plus longue, tout en diminuant les effets secondaires d’une 

administration répétée de protéines recombinantes. 
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Actuellement, de nombreuses équipes de recherche dans le monde se mobilisent pour 

expérimenter et évaluer les applications de la thérapie génique dans des pathologies aussi 

diverses que les maladies génétiques, mais aussi les maladies acquises (cancer, SIDA, 

maladies neurodégénératives). Néanmoins le succès de cette thérapie repose en grande partie 

sur l’efficacité du transfert du gène médicament (transgène) vers son site d’action. L’idéal 

serait qu’il traverse efficacement et sans dégradation les nombreuses barrières biologiques 

jusqu’au noyau, et qu’il s’insère en lieu et place du gène défaillant. 

Le but de la thérapie génique est donc d’insérer un gène médicament dans une cellule 

afin qu’il exprime une protéine. Selon le type de cibles cellulaires, on distingue la thérapie des 

cellules germinales (héréditaire) et la thérapie des cellules somatiques (non héréditaire). 

 

La génothérapie germinale consiste à introduire un gène dans les cellules de la lignée 

germinale d’un individu afin de transmettre ce gène à sa descendance, ou bien encore de 

modifier précocement le génome d’un embryon. Cette thérapie est inapplicable à l’Homme en 

France pour des raisons éthiques comme le précise la loi de bioéthique du 29 juillet 1994 

relative au respect du corps humain qui précise que “toute pratique eugénique tendant à 

l'organisation de la sélection des personnes est interdite” et que “sans préjudice des recherches 

tendant à la prévention et au traitement des maladies génétiques, aucune transformation ne 

peut être apportée aux caractères génétiques dans le but de modifier la descendance de la 

personne”. Néanmoins il n'existe aucune réglementation limitant la thérapie génique 

germinale ou l'utilisation d'embryons humains aux Etats-Unis pour autant que ces techniques 

obtiennent l'autorisation de la FDA1 (Food and Drug Administration). 

La génothérapie somatique consiste à obtenir une correction phénotypique d’un 

groupe de cellules par l’expression d’un transgène, sans pour autant toucher au patrimoine 

génétique germinal. Cette thérapie évite donc, à priori, les risques de propagation verticale de 

transgènes artificiels dans l’espèce. La thérapie génique somatique est donc acceptée au 

niveau international, avec un encadrement et des procédures de contrôle variant d'un pays à 

l'autre. En France, tout protocole d'essai clinique doit passer devant la Commission 

Consultative pour la Protection des Personnes se prêtant à la Recherche Biomédicale 

(CCPPRB). L’avis de cette commission est ensuite transmis à l'AFSSAPS (Agence Française 

de Sécurité SAnitaire et des Produits de Santé) qui autorise le protocole et peut le suspendre 

avec avis des experts. 
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Les récents progrès de la génomique, science qui cherche à cartographier le génome 

humain, ont permis d’établir de nombreuses cartes de liaisons génétiques de caractères. Ce 

travail scientifique colossal qui a commencé en 1990 et qui cherche à identifier les quelques 

30000 gènes du corps humain, est arrivé à son terme en avril 20032 (pour la dernière ébauche 

publiée correspondant à 99% du génome, voir référence3). Le potentiel représenté par cette 

accumulation de données pour la thérapie génique est énorme, à condition de transformer les 

gènes en médicaments, et de les insérer efficacement dans les cibles cellulaires. Cependant, de 

nombreux obstacles ralentissent le cheminement vers une thérapie génique fiable et efficace. 

Citons par exemple la grande diversité de pathologies, qui nécessite une application au cas par 

cas de la thérapie, ainsi que la fragilité et l’incapacité du gène à subsister dans les milieux 

biologiques ou à traverser les membranes cellulaires de part sa nature polyanionique, et enfin, 

le manque de spécificité vers un organe ou un type cellulaire. Malgré les nombreuses 

approches envisagées, la thérapie génique est ainsi tributaire d’un système gène/vecteur fiable 

qui va permettre au transgène de migrer vers sa cible cellulaire afin de s’exprimer 

efficacement et durablement. 

 

II Objectifs de la thérapie génique 
 

II-1 Les pathologies visées 
 

La thérapie génique est une méthode ambitieuse de traitement qui peut s’appliquer à 

un grand nombre de maladies, la preuve en est l’importante série d’essais cliniques engagés 

dans le monde4 (figure 1). On recense environ 600 essais cliniques incluant quelques 3500 

patients. Contrairement à l’idée que la thérapie génique était toute indiquée pour soigner les 

maladies héréditaires, la grande majorité des protocoles concerne des maladies acquises telles 

que les cancers (2/3 des protocoles). On retrouve loin en deuxième position les maladies 

monogéniques, qui sont caractérisées par une seule copie anormale du gène. Ces maladies 

dites Mendélienne sont rares mais très graves, comme par exemple l’anémie falciforme ou la 

mucoviscidose. La majorité des protocoles se déroule aux Etats-Unis et dans les pays 

développés. Cependant, malgré le grand nombre d’essais de thérapie génique engagés, les 

résultats significatifs sont peu nombreux. Le décès d’un patient aux Etats-Unis en 1999 au 

cours d’un protocole de thérapie génique5 a remis en cause la faisabilité de tels traitements. 

L’espoir est revenu, en 2000, grâce à l’équipe du Dr Fischer et à la guérison d’enfants atteints 
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d’un déficit immunitaire combiné sévère lié à X1 (X1-SCID).6;7 Néanmoins, les derniers 

essais ont montré les limites de cette thérapie, avec certains “ enfants bulles ” qui ont 

développé des leucémies à la suite de l’activation d’oncogènes provoquée par l’insertion du 

transgène.8 

 

D’autres résultats récents, observés dans la pathologie ADA-SCID (absence de 

l’adénosine désaminase privant ainsi le sujet de système immunitaire), qui est une variante de 

la X1-SCID, sont encourageants9 car les enfants traités par le gène de l’enzyme ont vu peu à 

peu leur système immunitaire se régénérer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Protocoles par Maladies 

7,7% 

Figure 1 : répartition du pourcentage de protocoles par maladies 
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Par ailleurs, des progrès significatifs ont été réalisés dans le développement de 

systèmes de transfert de gènes pour le traitement de l’hémophilie A et B. Ainsi, des taux 

thérapeutiquement efficaces de facteurs de coagulation VIII et IX et sur une longue période 

ont été obtenus à l’aide des vecteurs AAV et lentiviraux.10 

 

II-2 Les obstacles du transfert de gène 
 

L’utilisation du gène comme médicament implique la connaissance des nombreux 

processus qui régissent la pharmacologie d’un principe actif (formulation, mode et site 

d’administration, site d’action) et, dans le cas particulier du gène médicament, son expression 

au sein de la cellule en protéines thérapeutiques.  
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Dans l’optique d’une utilisation thérapeutique in vivo, le gène médicament peut être 

amené vers sa cible de deux manières :  

 

  par la voie systémique (injection intraveineuse ou intra-artérielle), 

 par application locale (injection directe dans un tissu ou une tumeur cible, par 

aérosol). 

 

Cependant, l’ADN est une molécule très fragile et facilement biodégradable. Par 

ailleurs, sa nature polyanionique et sa taille l’empêchent de pénétrer passivement dans les 

cellules. Par conséquent, ces deux voies d’administration vont présenter des obstacles 

physiologiques majeurs que le gène ne peut franchir seul pour atteindre sa cible. Afin de 

parvenir à celle-ci, le gène doit être associé à un système capable de le compacter, de le 

protéger des agressions du milieu biologique (en particulier des nucléases) et de le véhiculer 

au travers des différentes barrières physiologiques vers son site d’action. Enfin, le complexe 

vecteur/gène doit adhérer aux cellules, pénétrer dans celles-ci et délivrer le gène dans le 

noyau cellulaire. D’autre part, il doit si possible cibler les tissus ou les cellules en 

dysfonctionnement et non les cellules saines. 

Ce système vecteur est l’outil indispensable au succès d’une thérapie génique. Nous 

présenterons dans les chapitres suivants les différents systèmes vecteurs et outils qui 

permettent de réaliser le transfert de gènes. Si l’utilisation de vecteurs de gènes a largement 

contribué au succès et au développement médical du transfert de gènes, le transfert optimal du 

gène reste encore tributaire de nombreux obstacles. Cette méthode ne sera fiable et efficace 

que si ces vecteurs s’affranchissent de ces nombreuses barrières.  

Les différents obstacles, barrières et étapes majeurs qui jalonnent le transfert de gènes 

(depuis la formulation du système de transfert jusqu’au transfert du gène lui-même dans la 

cellule et son expression en protéines) ont été identifiés et peuvent être résumés de la façon 

suivante (figure 2).  

 

1. Formulation du système vecteur/gène et acheminement du complexe vecteur/gène vers 

la cellule (par voie systémique ou injection locale),  

2. Entrée du complexe dans la cellule 

3. Migration du complexe vers le noyau 

4. Libération du gène dans le noyau 
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5. Utilisation de la machinerie cellulaire hôte afin de transcrire le gène en ARN puis en 

protéines thérapeutiques. 
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Figure 2: obstacles, barrières et étapes majeurs qui jalonnent le transfert de gènes 

 

Parmi ces barrières, nous insisterons plus particulièrement dans cette partie 

bibliographique sur le trafic extracellulaire et l’entrée dans la cellule. En effet, les travaux de 

recherche réunis dans ce mémoire constituent des tentatives pour faciliter le trafic 

extracellulaire du système de transfert de gène de son site d’administration vers la cellule 

cible ou pour faciliter la reconnaissance spécifique du système de transfert de gènes par sa 

cellule cible. 

Enfin, les différentes approches, outils et techniques, ainsi que les autres étapes 

limitantes du transfert de gènes seront décrites de manière non exhaustive dans les chapitres 

suivants. 

 

II-3 Les approches envisagées 

 
A côté des expérimentations in vitro de transfert de gènes dans les cellules en culture, 

de nombreuses approches existent pour introduire un transgène chez un patient. Les stratégies 
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les plus courantes sont les méthodes ex vivo et in vivo. La méthode ex vivo est basée sur la 

technique de transplantation cellulaire et celle-ci est applicable à tous types de tissus 

transplantables. Elle consiste à prélever des cellules cibles chez un patient, à les cultiver de 

manière appropriée et à les traiter dans les conditions de culture cellulaire avec la 

combinaison transgène / vecteur11. Les cellules ainsi transfectées sont réimplantées chez le 

patient. Cette méthode s’est révélée efficace pour transfecter de nombreux types cellulaires 

(hépatocytes, kératinocytes, cellules endothéliales12, fibroblastes). C’est la technique la plus 

couramment utilisée dans les essais cliniques. Elle a notamment été utilisée pour le traitement 

des déficits immunitaires sévères chez les “enfants bulles”. Par ailleurs, elle permet de 

s’affranchir de nombreux obstacles lors du trafic extracellulaire du vecteur lorsqu’il est 

administré in vivo. Néanmoins, cette approche reste compliquée et coûteuse, de part les 

différentes technologies employées (chirurgie, culture cellulaire). 

 

L’approche in vivo consiste à administrer directement le gène médicament au patient. 

Cette technique permet d’injecter par les diverses voies d’administration (systémique, locale) 

et par différentes méthodes, le gène seul ou en association avec un vecteur. Mais, l’efficacité 

de cette méthode est fortement compromise par les multiples barrières physiologiques que 

doit franchir le transgène pour atteindre sa cible. De plus, l’expression du gène est souvent 

diffuse (cas d’une injection par voie systémique) ou, au contraire, localisée au niveau du site 

d’injection. Par ailleurs, elle est souvent transitoire et nécessite des injections répétées. La 

fiabilité de cette technique est donc tributaire d’un système qui pourra véhiculer le gène 

thérapeutique de manière efficace à son site d’action. 

 

III Les outils du transfert de gènes 
 

Actuellement, on distingue deux grandes familles de systèmes de vectorisation de 

gènes, d’un côté les vecteurs viraux et d’un autre, les vecteurs non viraux. La barrière entre 

ces deux familles tend à s’estomper, car on observe progressivement l’apparition de vecteurs 

hybrides possédant à la fois des structures virales et non virales.13 Parallèlement à ces deux 

familles, il existe des méthodes physiques originales qui seront décrites de manière succincte. 

Ces différents vecteurs ainsi que leurs modes d’administration et les différentes méthodes 

physiques, sont récapitulés dans le schéma suivant14 (figure 3): 
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Figure 3 : voies d’administration et méthodes physiques du transfert de gènes  
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III-1 Les vecteurs de transfert de gènes 
 

III-1-1 Les vecteurs viraux 
 

Les virus, de part leur longue évolution et leur tropisme cellulaire, représentent des 

outils de choix pour la thérapie génique. Ils pénètrent spécifiquement et efficacement dans de 

multiples cellules en utilisant divers mécanismes.15 Ensuite, ils s’approprient admirablement 

la machinerie cellulaire pour exprimer leur patrimoine génétique et se multiplier afin 

d’infecter d’autres cellules. C’est pourquoi, ces dernières années, la plupart des protocoles de 

thérapie génique ont fait appel à ce genre de vecteur.3 Cependant les virus sauvages ne 

peuvent servir directement à des expériences de thérapie génique, car la plupart d’entre eux 

sont pathogènes et dangereux pour l’homme. Afin de devenir un vecteur, le virus est modifié 
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par génie génétique. La partie infectieuse de son patrimoine est retirée et remplacée par le 

gène thérapeutique. Toutefois, le virus conserve les nombreuses structures qui lui permettent 

d’infecter une cellule (protéines de l’enveloppe, protéine fusogène, etc..). Ces particules 

virales non-pathogènes ont été utilisées pour de nombreuses applications in vivo16 et suivant 

le type de tissus ou de cellules ciblés, différents vecteurs ont été utilisés. Les vecteurs viraux 

sont classés en deux grands groupes : ceux qui intègrent leur patrimoine génétique à l’ADN 

de la cellule hôte (virus adénoassociés et rétrovirus) et ceux qui ne l’intègrent pas (virus 

adénoviraux et herpétiques). 

 

III-1-1-1 Les virus adénoassociés (AAV) 
 

Les AAV sont des membres défectueux de la famille des parvovirus. Ils possèdent un 

simple brin d’ADN et sont non pathogènes pour l’homme. Pour cette dernière raison, leurs 

applications en thérapie génique n’ont cessé d’augmenter ces dernières années.17;18 

L’avantage de ces virus est leur capacité à intégrer leur patrimoine dans la cellule hôte, 

permettant une expression prolongée du gène. Par ailleurs, ils sont capables d’infecter à la 

fois des cellules en division et quiescentes. Cependant, ces virus souffrent d’inconvénients 

majeurs, comme leur capacité de stockage d’un matériel génétique exogène limitée à 4,5 kb 

(kilobases) et leur difficulté de production.  

 

III-1-1-2 Les rétrovirus 
 

Les rétrovirus possèdent un patrimoine génétique particulier sous forme de double brin 

d’ARN, ainsi qu’une enzyme spécifique, la transcriptase reverse (TR), qui permet le passage 

de l’ARN à l’ADN proviral.19 Ces virus sont impliqués dans de graves pathologies humaines 

(leucémies, SIDA). C’est pourquoi les rétrovirus recombinants servant de vecteurs sont 

modifiés de manière à conserver leur capacité d’intégration du génome à la cellule hôte, tout 

en inhibant leur capacité de réplication. Cependant, de nombreux inconvénients sont liés à 

leurs utilisations. Citons la faible capacité d’incorporation d’un exogène (8 kb) et le manque 

de spécificité cellulaire. En effet, les protéines de l’enveloppe sont capables de se lier à de 

nombreux récepteurs portés par différents types de cellules. Ensuite, l’intégration aléatoire de 

leur génome peut engendrer une mutagenèse conduisant à une anomalie du cycle cellulaire, et 
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activer des oncogènes et, comme dans le cas des “ enfants bulles ”, aboutir à des leucémies. 

Enfin, la plupart de ces virus n’infectent que des cellules en division.  

 

III-1-1-3 Les adénovirus 

 

Les adénovirus sont particulièrement adaptés aux protocoles de thérapie génique. Ils 

sont responsables chez l’homme d’infections bénignes (conjonctivites, gastroentérites…) et 

sont peu pathogènes. Actuellement, ces virus sont les outils les plus prometteurs et aussi les 

plus utilisés en thérapie génique, malgré le décès d’un jeune patient en 1999.5;20 Ce sont des 

virus non enveloppés de forme icosaédrique possédant un double brin d’ADN de 36 kb. Après 

fixation et pénétration par endocytose dans la cellule, le génome viral migre vers le noyau 

mais ne s’intègre pas au patrimoine génétique de l’hôte, ne provoquant qu’une expression 

transitoire du gène thérapeutique, mais évitant les risques de mutagenèse. Par ailleurs, ces 

virus sont capables d’infecter à la fois des cellules en division et quiescentes. Leurs 

limitations résident dans la faible capacité d’incorporation d’un exogène (7,5 kb), mais 

récemment, une nouvelle génération d’adénovirus a vu le jour, et celle-ci possède une 

capacité d’incorporation allant jusqu’à 35 kb. L’inconvénient majeur à l’utilisation de ces 

vecteurs est lié à la forte réaction immunogène de l’hôte, qui développe des anticorps anti-

adénovirus empêchant ainsi une administration répétée de ces vecteurs.  

 

III-1-1-4 Les virus herpétiques 
 

Le virus herpétique (HSV) est un virus à ADN neurotropique peu pathogène pour 

l’homme. Les vecteurs utilisant ce virus sont capables d’infecter de nombreuses cellules, 

grâce aux multiples récepteurs reconnaissant les protéines de l’enveloppe. De plus, le virus 

modifié perd sa capacité réplicative et peut accepter des cassettes allant jusqu’à 25 kb. Son 

neurotropisme est particulièrement attractif pour le traitement des cancers cérébraux.21 

 

III-1-1-5 Conclusion 
 

Les vecteurs viraux possèdent de nombreux avantages pour le transfert de gène. Leur 

succès dans les protocoles de thérapie génique3 repose sur leur important potentiel de 

transfection in vivo. Cependant, ils souffrent de sévères inconvénients. En effet, l’intégration 
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d’un exogène de grande taille est difficile. Certains engendrent des réactions immunitaires, 

d’autres peuvent redevenir pathogènes après mutagenèse. Enfin, leur production et leur 

manipulation sont compliquées et coûteuses.  

III-1-2 Les vecteurs synthétiques 
 

Les vecteurs synthétiques représentent une alternative prometteuse aux vecteurs 

viraux. Ils sont simples à élaborer, à utiliser et sont peu immunogènes. Cependant, leur grand 

handicap réside dans leur plus faible efficacité. Par ailleurs, il est souvent très difficile, voire 

impossible, d’extrapoler les résultats obtenus sur des cellules en culture aux expériences in 

vivo de transfert de gènes. Cette absence de corrélation est souvent liée aux obstacles 

rencontrés par les vecteurs de transfert de gènes lors de leur trafic extracellulaire dans les 

milieux biologiques. 

Actuellement, il existe une multitude de vecteurs synthétiques. Ce sont des dérivés 

(poly)cationiques, de nature lipidique ou polymérique. Ces vecteurs sont capables d’interagir 

par effet électrostatique avec les phosphates anioniques de l’ADN, et de le compacter pour 

engendrer des particules appelées lipoplexes ou polyplexes.22 En fonction de la quantité de 

vecteurs utilisée, celles-ci sont de charge globale négative, positive ou neutre. Ces complexes 

sont pour la plupart d’entre eux très efficaces in vitro, mais ces niveaux de transfection ne 

sont pas représentatifs de l’aptitude de ces complexes à transfecter in vivo. Par ailleurs, il est 

très difficile de comparer les différents vecteurs synthétiques entre eux. En effet, leur 

efficacité et leur toxicité dépendent de nombreux paramètres tels que la structure chimique du 

vecteur, la formulation des systèmes vecteur/ADN et la nature des cellules utilisées. S’y 

rajoutent les nombreux facteurs liés au passage in vitro in vivo qui ont aussi une forte et 

difficilement prévisible incidence sur l’efficacité des vecteurs. 

Le challenge des vecteurs synthétiques est donc d’acquérir les propriétés structurales 

qui leur permettront de résister aux milieux extracellulaires, de cibler les cellules et d’y libérer 

efficacement le gène thérapeutique. 

Les vecteurs synthétiques peuvent être classés en deux grandes familles : les systèmes 

lipidiques et les systèmes polymériques. Les paragraphes suivants vont s’attacher à décrire de 

manière non exhaustive, ces deux familles. 

 - 19 -



 

III-1-2-1 Les systèmes lipidiques 
 

a) Les lipides (poly)cationiques et les lipoplexes 
 

Depuis 1987, date à laquelle la première expérience de lipofection sur des cellules de 

mammifères a été mise en évidence avec le composé DOTMA23 (cf. structure Schéma 1a), de 

nombreux lipides cationiques et polycationiques ont été synthétisés et commercialisés. 24-26 La 

structure chimique de ces lipides (poly)cationiques s’articule autour d’un squelette commun 

composé d’une partie apolaire (longue chaîne hydrocarbonée saturée ou non, chaîne 

perfluoroalkylée, dérivé du cholestérol, ou encore de la vitamine D27), d’un connecteur (acide 

aminé, ou plus généralement un dérivé du glycérol), et d’une tête polaire comportant une ou 

plusieurs fonctions amines substituées ou non (lipides monocationiques ou polycationiques 

linéaires, ou ramifiés, Schéma 1a et 1b). 
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Schéma 1a : lipides monocationiques  
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Les lipoplexes qu’ils forment avec l’ADN28 sont des agrégats complexes dont la 

morphologie et la taille dépendent de nombreux paramètres. Citons par exemple la cinétique, 

l’ordre du mélange, ou encore le rapport molaire entre le nombre de fonctions amines (N) du 

lipide et le nombre de phosphates (P) de l’ADN. Ce rapport N/P a également une forte 

incidence sur l’efficacité du transfert de gènes in vitro par les lipoplexes29;30 et sur leur 

devenir in vivo. On observe généralement pour des rapports N/P négatifs ou proches de la 

neutralité, la formation de larges agrégats dont la taille est ≥ 500 nm. De telles tailles sont 

difficilement compatibles pour des applications in vivo.31 Pour les lipoplexes présentant une 

charge globale positive, cette densité de charge positive favorise l’adsorption de protéines 

circulantes et l’adhésion non-spécifique des lipoplexes à la surface des cellules qui présentent 

une multitude de protéines anioniques.32  
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Trifluoroacétate de 

dioctadécylamidoglycylspermin

pcTG90 

 - 21 -



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DOPE 
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Schéma 1c : co-lipides ou lipides “ helper ” hydrocarbonés ou 
fluorés

DF4C11OPE 

 

Ces lipides (poly)cationiques sont très souvent utilisés avec des co-lipides ou lipides 

“ helper ” comme DOPE (Schéma 1c )33 ou le cholestérol34, et le plus souvent dispersés sous 

forme de liposomes. L’utilisation conjointe de ces co-lipides amplifie leurs propriétés 

transfectantes car ils favorisent la formation de bicouches lamellaires35 et améliorent la 

stabilité des complexes. Par ailleurs, DOPE est capable d’induire une déstabilisation de la 

membrane endosomale lorsque l’endosome s’acidifie, ce qui facilite la libération du complexe 

hors de l’endosome. Ce phénomène est lié au changement d’une phase lamellaire à une phase 

hexagonale inverse initiée par DOPE.36;37 Ces points seront discutés plus loin. 

Récemment, il a été développé au laboratoire des lipoplexes fluorés formulés à partir 

de lipides (poly)cationiques fluorés (cf composé [F4C11][F8C2]-GS dans le Schéma 1b) ou 

de lipides (poly)cationiques conventionnels en combinaison avec des co-lipides “ helper ” 

perfluoroalkylés (cf composé DF4C11OPE dans le Schéma 1c). Ces lipides et lipoplexes 

fluorés possèdent des propriétés originales comme une plus forte hydrophobie et surtout 

lipophobie. Ces propriétés sont à l’origine de leur capacité transfectante plus importante que 

celle des lipoplexes conventionnels aussi bien in vitro (y compris dans des milieux agressifs 

contenant des détergents) qu’in vivo.38-40 Ces lipoplexes fluorés se sont révélés être aussi 

efficaces dans des expériences de transfection in vivo que des polyplexes formulés avec PEI41. 

Par ailleurs, il est à noter un pouvoir “ helper ” plus important pour les co-lipides 

perfluoroalkylés que pour DOPE.39;41 

 - 22 -



 

Un des inconvénients majeurs liés aux lipides (poly)cationiques (et aux polymères 

polycationiques) qui limitent leur potentiel en tant que vecteurs de transfert de gènes, est la 

formation d’agrégats renfermant plusieurs copies d’ADN dont il est difficile de contrôler la 

taille et donc la diffusion. Pour contourner cet inconvénient, l’élaboration de particules 

nanométriques ne renfermant qu’une seule copie du plasmide a été explorée (figure 4). Cette 

stratégie repose sur l’utilisation de détergents cationiques qui présentent une fonction thiol, 

facilement oxydée en liaison disulfide. Ces détergents forment des structures micellaires et 

lorsqu’ils sont mélangés avec le plasmide à une concentration proche de leur cmc 

(concentration micellaire critique), ils conduisent à des particules d’une taille proche de 30 

nm qui ne renferment qu’une copie de plasmide.42 Ces particules sont alors stabilisées par 

dimérisation du détergent en lipide. Un autre intérêt, lié à la faible taille de ces nanoparticules, 

est leur possibilité de diffusion au travers des pores nucléaires de la cellule. 

Malheureusement, il est à noter que ces particules ne sont pas efficaces pour transfecter les 

cellules par la voie non-spécifique car elles portent une charge globale négative (nous 

reviendrons plus loin sur le mécanisme de transfection par les vecteurs non-viraux).43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

condensation oxydation 

Figure 4 : formation de particules nanométriques à partir de détergents cationiques dimérisables 
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b) Les liposomes  
 

Les liposomes sont des assemblages lipidiques capables d’encapsuler et de véhiculer 

dans leur compartiment aqueux interne des principes actifs. Ce type de vectorisation est 

utilisé pour le transport de médicaments depuis de nombreuses années.44;45 Des liposomes 

cationiques dans lesquels le gène est encapsulé ont aussi été développés pour le transfert de 

gènes.46 Cependant, ces formulations sont plus complexes à préparer que les lipoplexes, ce 

qui limite leur utilisation pour le transfert de gènes. 

 

III-1-2-2 Les systèmes polymériques et les polyplexes47 
 

La modularité et la solubilité en phase aqueuse des vecteurs polymériques 

polycationiques permettent de les utiliser rapidement et encore plus facilement que les lipides 

cationiques. La simplicité d’élaboration des polyplexes est un des atouts majeurs des vecteurs 

polymériques. Comme dans le cas des vecteurs lipidiques, il existe une multitude de vecteurs 

polymériques de nature chimique variée.  

Les vecteurs polymériques les plus utilisés et les plus efficaces in vitro et in vivo sont 

les PEI (polyéthylèneimines)48;49 (Schéma 2). De nombreux PEI qui diffèrent par leur masse 

moléculaire et leur géométrie (branchée ou linéaire),50;51 furent synthétisés et testés. Le plus 

efficace d’entre eux est un PEI linéaire de masse moléculaire 22 kDa, commercialisé sous le 

nom d’ExGenTM500 et récemment de jetPEITM.52;53 Ces molécules sont capables de condenser 

efficacement l’ADN54, pour conduire à des polyplexes très stables dont la taille moyenne est 

très homogène (environ 100 nm). Cette faible taille et la protection optimale du transgène 

contre les dégradations par les nucléases constituent des atouts des PEI. Par ailleurs, le 

nombre important de fonctions amines primaires, secondaires et tertiaires (pour les PEI 

branchés) leur confère un pouvoir tampon couvrant une large gamme de pH, même à pH 

acide et cette propriété est à l’origine de leur remarquable pouvoir “ transfectant ”. Cette 

capacité tampon des PEI permet de s’opposer à l’acidification des endosomes (propriété 

connue sous le nom d’ “ éponge à protons ”49;55) et de provoquer leur rupture favorisant ainsi 

la libération dans le cytosol des polyplexes qui ont été endocytés par les cellules. Toutefois, il 

est à souligner une toxicité des PEI qui peut limiter leurs possibilités d’applications in vivo.  
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Parmi les polymères polycationiques explorés et qui présentent des comportements 

comparables à ceux des PEI, il y a les dendrimères, comme les PAMAM (polyamidoamine, 

StarbustTM).56 Ce sont des macromolécules sphériques hautement réticulées qui portent en 

surface, un grand nombre de fonctions amines. Ce nombre dépend de leur degré de 

réticulation exprimé en “ génération ”. De manière identique aux PEI, les dendrimères ont une 

forte densité de fonctions amines à leur périphérie et couvrent une large gamme de pKa qui 

leur confère un pouvoir tampon à des pH également acides.  
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Parmi les autres polymères très utilisés en transfert de gènes, citons les poly(L-lysines) 

(PLL, Schéma 2) qui furent les premiers polymères utilisés comme vecteurs de gènes non 

viraux. Leur structure peptidique leur confère une certaine biocompatabilité, davantage en 

accord avec des applications in vivo.47 Cependant, leur efficacité de transfection est 

généralement faible, ces PLL n’ayant pas le pouvoir tampon des PEI à des pH inférieurs à 7.57  

Précisons que, récemment, des polymères type polylysine obtenus par 

polycondensation oxydative d’un oligopeptide Cys-Lys10-Cys, ont conduit à des polyplexes 

très efficaces en transfection.58 Cette stratégie permet une décomplexation et une libération 

plus aisée du transgène dans la cellule, grâce à la fragmentation du polymère par réduction 

des ponts disulfures. Par ailleurs, cette fragmentation s’accompagne également d’une 

diminution de la toxicité généralement liée à la présence de polymères aminés dans la cellule.  
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Au laboratoire, une grande diversité de (lipo)polymères polyaminés originaux a été 

développée comme vecteurs de gènes. Il s’agit de télomères ou cotélomères qui sont obtenus 

via une synthèse chimique originale : la télomérisation59. La synthèse (décrite plus en détail 

dans le chapitre II) permet d’obtenir des polymères ayant un degré de polymérisation 

contrôlé. La facilité d’élaboration et de modifications structurales a permis d’obtenir des 

télomères et cotélomères, molécules composées respectivement d’un ou deux résidus 

polymérisés aléatoirement (schéma 3). Les (co)téloplexes issus de la complexation de ces 

molécules avec l’ADN ont démontré une excellente aptitude à transfecter les cellules en 

culture.60;61  
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Schéma 3 : télomères et cotélomères 

L = propyl, lipide, galactose 

R = H, Me 

Télomères Cotélomères 

L = lipide 

T =  NH(CH2)2N+HR2, 

NHC(CH2OH)3 

R = H, Me 

L = lipide 

aa = acide aspartique, histidine 

R = H, Me 

La diversité structurale de ces (co)télomères a permis de mettre en évidence l’impact 

de quelques éléments structuraux sur l’efficacité de transfection et la toxicité. Ainsi, on 

observe un optimum de transfection pour les lipotélomères portant une vingtaine de fonctions 

amines. Le remplacement des fonctions NH3+ par des fonctions NHMe2+, ou d’une partie 

des fonctions NH3+ par des fonctions THM n’affecte pas l’expression du transgène, ces 

substitutions se traduisant par une amélioration de la viabilité cellulaire. Il est surtout à noter 

que l’introduction d’un résidu aspartate entraîne une très nette augmentation de l’expression 
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du transgène (2 ordres de grandeur dans certains cas) alors qu’un résidu histidine n’a pas 

d’effet. 

 

III-2 Les méthodes physiques 

 

III-2-1 L’injection d’ADN nu 
 

De part sa nature polyanionique, on a longtemps pensé que l’ADN ne pouvait pénétrer 

passivement à travers la membrane cellulaire, elle-même relativement anionique. Mais depuis 

1990, diverses expériences d’injection directe in situ d’ADN ont démontré une expression du 

gène dans plusieurs tissus (muscle cardiaque, muscle squelettique62;63, cerveau). Cependant, 

l’injection intramusculaire d’ADN nu reste faiblement efficace, car moins de 1% de la dose 

injectée est internalisé par les cellules. De plus, cette expression reste très localisée au niveau 

du site d’injection. Récemment, l’injection hydrodynamique rapide (5-8 secondes), d’un 

grand volume (1,6 mL) d’une solution d’ADN nu dans la veine caudale d’une souris, a permis 

d’obtenir une expression du transgène non négligeable dans divers organes.14 Plusieurs 

mécanismes ont été proposés pour expliquer cette transfection, mais cette technique reste 

difficilement applicable à l’homme.64  

 

III-2-2 La biolistique ou “Gene Gun” 
 

La biolistique est une méthode initialement utilisée pour incorporer un gène dans les 

cellules végétales. Depuis quelques années, cette pratique s’est appliquée aux cellules de 

mammifères. Le principe de cette technique repose sur de minuscules particules d’or 

recouvertes d’ADN plasmidique propulsées dans les cellules cibles. Ces particules sont 

accélérées soit par un gaz, soit par un système d’arme à feu (Gene gun).65 L’efficacité de 

transfection de cette méthode varie suivant l’organe ciblé, on observe 10 à 20% de cellules 

épidermiques transfectées et seulement 1 à 5% de cellules musculaires.66 Toutefois, 

l’expression du gène reste visible 14 jours après injection dans la peau ou dans le foie de 

souris. Mais, l’importante limitation de cette méthode réside dans la faible pénétration de la 

particule dans les tissus, qui n’excède pas 0,5 mm de profondeur. Néanmoins, un avantage de 

cette technique est que l’ADN ne subit pas les dégradations du milieu biologique, car il 
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pénètre directement dans le cytosol ou dans le noyau, évitant ainsi sa destruction enzymatique 

dans le sang ou dans les compartiments intracellulaires comme les endosomes. 

 

III-2-3 L’électroporation 
 

L’électroporation utilise l’effet d’impulsions électriques pour déstabiliser la membrane 

cellulaire pendant de courtes périodes, permettant ainsi la pénétration du plasmide ou d’autres 

molécules. Cette technique a été préalablement développée pour améliorer l’entrée dans la 

cellule de molécules ou principes actifs peu perméables. Cette méthode appliquée à l’ADN 

est utilisée depuis 198267 pour de multiples applications in vivo.68-74 Elle est applicable à de 

nombreux tissus et notamment le tissu musculaire.75 Son efficacité dépend de nombreux 

paramètres, comme le type de tissus, ou la puissance de l’impulsion électrique.  

 

III-2-4 Les techniques parallèles 
 

Parmi les techniques parallèles, citons la magnétofection. Cette méthode utilise 

l’énergie cinétique des particules magnétiques placées un champ magnétique pour introduire 

dans les cellules des acides nucléiques ou d’autres molécules, associés à ces particules 

magnétiques. Cette technique a aussi été utilisée dans des expériences in vivo pour permettre 

l’acheminement des vecteurs de gènes associés aux particules magnétiques vers les cellules 

cibles.76 

Soulignons encore l’utilisation très récente des ultrasons (US). Il a été montré, aussi 

bien in vitro qu’in vivo, que l’irradiation par les US de vecteurs synthétiques au contact des 

cellules augmentait l’expression du transgène.77;78 
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IV Etapes et mécanismes de la transfection par les lipoplexes et 

polyplexes79 

 
Le succès d’un transfert de gènes est largement dépendant du comportement du 

vecteur au cours de son trajet entre le site d’injection et le noyau de sa cible cellulaire. Ce 

parcours est jalonné d’étapes limitantes qui affaiblissent ou inhibent les capacités du vecteur à 

délivrer le gène à sa cible, le noyau cellulaire. Ces principales étapes sont schématisées ci-

dessous et nous insisterons davantage sur les deux premières. (figure 5) 

 

 Limitations et conséquences 

1 Le trafic extracellulaire : les fluides 

sanguins et la matrice extracellulaire 

Agrégation des particules, opsonisation, élimination par les 

macrophages, temps de circulation limité, expression du 

gène dans les premiers tissus rencontrés, toxicité 

2 

Adhésion non spécifique 

2a : interactions électrostatiques avec les 

protéines anioniques de la surface cellulaire 

 

Adhésion spécifique 

2b : Reconnaissance spécifique entre des 

ligands de ciblage du complexe et des 

récepteurs cellulaires 

Manque de spécificité 

 

 

 

 

 

Récepteurs sur plusieurs types cellulaires,  

toxicité et immunogénicité des ligands de ciblage 

 

3 Endocytose  

Taille du complexe à endocyter,  

capacité des cellules à endocyter,  

non-internalisation des récepteurs 

redistribution des matériaux endocytés vers la surface de la 

cellule 

4 Sortie des endosomes  

Acidification des endosomes et évolution vers les 

lysosomes 

Dégradation enzymatique et destruction des complexes 

endocytés 

5 
Trafic intracytosolique  

migration vers et dans le noyau 

Faible diffusion des complexes dans le cytosol vers le 

noyau et pénétration dans le noyau des cellules 

quiescentes, dégradation du gène par les nucléases, non-

importation du gène dans le noyau 
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Figure 5: les barrières du transfert de gènes 
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IV-1 Le trafic extracellulaire 
 

Dans les expériences de transfection in vitro, la présence des protéines sériques 

constitue le seul obstacle que rencontre le vecteur pour atteindre la surface cellulaire. Lorsque 

ces expériences sont réalisées en présence de sérum, une inhibition de la transfection des 

cellules en culture par les lipoplexes ou les polyplexes est généralement observée.80;81 
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In vivo, ces protéines ainsi que le long cheminement du vecteur depuis son site 

d’administration jusqu’à la cible cellulaire, et les différentes barrières physiologiques que le 

vecteur doit surmonter ou traverser pour atteindre la cellule cible constituent, en revanche, des 

handicaps majeurs à l’efficacité des vecteurs synthétiques (et des vecteurs viraux). De 

nombreux facteurs et acteurs (mode d’administration, prolifération cellulaire, densité de 

charge, disponibilité des récepteurs de surface, capacité des cellules à endocyter, présence de 

sels, protéines, lipides, sucres, opsonines ou enzymes dans les différents milieux biologiques - 

circulation sanguine, système lymphatique-…) influent en effet sur la destinée in vivo des 

lipoplexes et des polyplexes et donc sur leur efficacité. Le modèle des cultures cellulaires ne 

reflète pas, et de loin, la totalité de tous ces facteurs biologiques qui sont critiques pour la 

délivrance du gène in vivo. La prolifération cellulaire, même pour des cellules tumorales, est 

très nettement moins rapide in vivo qu’en culture. Mis à part les cellules du MPS (système 

phagocytaire mononucléé) dont la fonction principale est d’endocyter les espèces exogènes, la 

capacité des autres cellules à endocyter est généralement faible. Les cellules in vivo étant 

entourées d’une matrice interstitielle, polarisée et même couplée à des cellules adjacentes, 

leur capacité à endocyter est également très différente de celle des cellules en culture. Il est 

donc extrêmement difficile d’apprécier, à partir de données in vitro, les propriétés des 

complexes administrés in vivo, et cela d’autant plus que leurs propriétés physico-chimiques 

peuvent être modifiées radicalement in vivo par les constituants des fluides biologiques dans 

lesquels ils sont placés. Par ailleurs, il est également très fréquent que les résultats 

d’évaluations in vivo et in vitro ne soient pas corrélés entre-eux. Citons par exemples, la 

meilleure efficacité in vivo des lipoplexes formulés avec le cholestérol en tant que co-lipide 

par rapport à ceux formulés avec DOPE82, ou encore la meilleure efficacité in vivo des 

lipoplexes formulés avec des lipides monocationiques comme le DOTMA et le DOTAP par 

rapport à ceux issus des lipides polycationiques, alors que dans les expérimentations in vitro, 

ce sont les lipoplexes formulés avec DOPE ou avec les lipides polycationiques qui sont plus 

efficaces. 

 

Enfin, il est également relativement difficile de comparer les divers systèmes entre 

eux, car les études de transfection sont rarement réalisées dans des conditions identiques. De 

plus, quand une telle comparaison est possible, il n’est pas aisé d’extrapoler ces résultats à une 

autre lignée cellulaire et encore moins dans le cadre d’une évaluation in vivo.83  
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IV-1-1 Les lipoplexes et polyplexes « conventionnels » 

 
Les différents modes d’administration des médicaments (injection par voie 

intraveineuse, intraartérielle ou de façon locale - intramusculaire, intratrachéale, intratumorale, 

intracrânienne…) peuvent être utilisés pour l’administration des complexes. L’injection 

intraveineuse permet d’atteindre l’ensemble du système endothélial et d’accéder aux 

métastases, par exemple. La faible corrélation entre les résultats issus de transfection in vitro 

et in vivo a conduit à mieux définir les paramètres physico-chimiques des complexes qui 

conditionnent le transfert de gènes in vivo puis à élaborer des formulations mieux adaptées à 

cette utilisation. Alors qu’in vitro, on observe généralement une meilleure transfection avec 

des particules ayant un rapport de charge élevé et de taille importante (≥ 500 nm). De telles 

particules sédimentent et s’adsorbent plus facilement sur les cellules adhérentes qui tapissent 

le fond des puits, et y pénètrent donc plus facilement. Pour une administration par voie 

intraveineuse, il n’est pas concevable d’injecter des particules dont la taille excède 400-500 

nm.  

Les nombreuses études de transfection in vivo par les lipoplexes et polyplexes ont mis 

en évidence leur faible efficacité. Leurs principales limitations résident, après une 

administration par la voie systémique, dans leur rapide élimination de la circulation sanguine 

et dans leur accumulation dans les organes filtres (poumons, foie, rate) peu de temps après 

cette administration. Ces inconvénients, qui résultent de la morphologie et du comportement 

des complexes dans les fluides biologiques, constituent un handicap majeur à une application 

plus vaste des vecteurs synthétiques en thérapie génique puisqu’ils n’atteignent que rarement 

leurs cibles cellulaires.84 Ces lipoplexes ou polyplexes interagissent de façon non spécifique 

avec les constituants sériques (albumine, fibronectine, opsonines, immunoglobulines, etc…)85 

et forment de larges agrégats qui sont rapidement éliminés par les macrophages du système 

réticulo-endothélial (RES86) dont un grand nombre est localisé au niveau des organes filtres. 

Par ailleurs, plus les particules sont chargées, plus elles interagissent fortement avec les 

constituants sanguins et plus rapidement elles sont éliminées de la circulation sanguine par les 

macrophages. Parallèlement, un phénomène de décomplexation peut également avoir lieu, par 

interaction du complexe avec des macromolécules anioniques (comme l’héparine).87 L’ADN 

se trouve alors exposé à la dégradation par les nucléases. 
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Alors qu’un fort pourcentage (50-60 %) de complexes injectés est piégé dans le foie, 

les niveaux d’expression du transgène les plus élevés mesurés dans les différents tissus sont 

généralement observés dans les poumons et la rate.88-90 Cette biodistribution et cette 

expression pulmonaire suggèrent que les complexes s’agrègent en particules de grandes 

tailles, sans doute par interaction avec des protéines du sérum et ne peuvent quitter de 

manière efficace le système vasculaire. Ces particules sont donc mécaniquement retenues par 

les filtres naturels que constituent le foie et les poumons. Les cellules endothéliales 

pulmonaires sont très riches en protéines anioniques (protéoglycanes91), ce qui permet aux 

complexes d’y adhérer et d’y délivrer le transgène plus aisément que dans les cellules des 

autres tissus, d’où une expression du transgène plus importante au niveau des poumons. 92;93 

Quant à la faible expression du transgène au niveau des hépatocytes, celle-ci serait liée à une 

phagocytose des complexes par les cellules de Kupffer qui tapissent le système vasculaire 

hépatique, ce qui a pour conséquence la destruction du plasmide, et/ou à une difficulté des 

complexes à atteindre le parenchyme hépatique (taille trop importante pour traverser les 

capillaires fenestrés).  

Pour contourner la capture des complexes par le système réticuloendothélial, les voies 

d’administration locale peuvent être utilisées pour le transfert de gènes dans les tissus cibles. 

L’administration par voie intratrachéale ou par aérosol contourne les barrières 

endothéliales et apporte directement les gènes aux cellules épithéliales pulmonaires94;95, ce qui 

est particulièrement adapté au traitement de maladies pulmonaires génétiques ou acquises qui 

nécessitent la délivrance du matériel génétique dans l’épithélium pulmonaire. Ces deux modes 

d’administration y ont bien conduit à une expression du transgène.96;97 

L’injection intratumorale de complexes est une approche intéressante pour la 

thérapie génique des tumeurs cancéreuses. Cette méthode a conduit à une atténuation de la 

croissance de la tumeur.98;99  

Si dans le cas de ces administrations locales, l’efficacité de transfection des complexes 

est généralement améliorée, la présence des constituants de la matrice extracellulaire influe 

néanmoins sur la durée de vie des complexes. Malgré la plus grande proximité des cellules 

cibles, l’efficacité des vecteurs synthétiques est encore dépendante des obstacles imposés par 

leur pénétration dans les cellules et par le trafic intracellulaire vers le noyau. Ces étapes 

limitantes du cheminement intracellulaire seront discutées plus loin.  
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Afin de résoudre les problèmes de trafic extracellulaire que pose le transfert de gènes 

in vivo par voie intraveineuse, de nombreuses stratégies ont été explorées pour tenter 

d’optimiser ce transfert vers le tissu ou la cellule cible. Citons l’élaboration de particules 

nanométriques stables par condensation monomoléculaire de l’ADN par l’intermédiaire de 

cations polymérisables ou de détergents cationiques dimérisables (cf page 23). Leur faible 

taille (< 30 nm) leur permettrait plus facilement d’échapper à la reconnaissance du système 

réticuloendothélial mais leur densité de charge négative les rend inefficaces pour la 

transfection. Des ligands de ciblage cellulaire et des ligands qui facilitent leur entrée dans la 

cellule (peptides fusogènes) devront leur être greffés pour rendre ces particules fonctionnelles 

pour le transfert de gènes. 

Une autre approche pour induire ou augmenter la transfection dans les organes cibles, 

consiste à réaliser un prétraitement avec des liposomes qui encapsulent du clodronate avant 

l’injection intraveineuse des complexes.100 Le clodronate détruit, entre autres, les 

macrophages responsables de la capture des lipoplexes qui peuvent ainsi atteindre leur cible 

cellulaire. Un tel prétraitement chez la souris a permis d’améliorer très nettement la 

transfection par des lipoplexes dans les poumons. Par contre, ce prétraitement a l’effet inverse 

sur la transfection avec des polyplexes (ExGen500/ADN). L’explication avancée est que les 

liposomes contenant le clodronate seraient aussi responsables de l’élimination (de la 

modification) des cellules transfectées par ces polyplexes. Ceci suggère qu’in vivo les cellules 

transfectées par les polyplexes sont différentes de celles transfectées par des lipoplexes. 

Enfin, la stratégie qui a bénéficié d’une attention toute particulière pour augmenter la 

persistance intravasculaire des lipoplexes et polyplexes concerne la formulation de 

préparations dites “ furtives ” que nous allons davantage expliciter maintenant. 

 

IV-1-2 Les lipoplexes et polyplexes “ furtifs ” 
 

L’élaboration de formulations dites “ furtives ” avait été mise au point avec succès 

pour l’obtention de liposomes “ furtifs ” en tant que vecteurs de médicaments. De tels 

liposomes présentent en effet une persistance intravasculaire très nettement prolongée par 

rapport à des liposomes conventionnels.101 Ces stratégies ont été appliquées pour l’élaboration 

de polyplexes et lipoplexes “ furtifs ”.85;102;103 Ces formulations sont obtenues par l’utilisation 

de polymères (poly)cationiques ou de lipides greffés à des polyéthylènes glycols (PEG) ou par 
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un greffage des PEG après complexation du polycation sur l’ADN. Cette dernière stratégie 

consiste à formuler préalablement les complexes avec des vecteurs cationiques puis à greffer 

les PEG sur les fonctions amines du polymère cationique exposées à la surface des 

particules104. Les chaînes PEG peuvent par la suite être fonctionnalisées ou non par des 

ligands.  

 
Les PEG sont des molécules hydrophiles et non immunogènes. Généralement, les 

PEG2000 à PEG5000 (c’est à dire de masse molaire 2000 à 5000) sont utilisés. Le 

recouvrement de la surface des lipoplexes et polyplexes par des PEG crée un réseau 

hydrophile dense autour de ces particules. La morphologie qu’adoptent ces polymères est 

variable (brosse, champignon) et le maillage qui en résulte crée une barrière stérique entre la 

particule et le milieu qui l’entoure. Ce masquage stérique et hydrophile empêche toutes 

interactions hydrophobes ou électrostatiques et entraîne une diminution des phénomènes 

d’adsorption ou d’adhérence des constituants sanguins sur les particules, ce qui limite leur 

capture par le RES (système réticulo-endothélial) et augmente ainsi leur biodisponibilité 

(figure 6).105 Ce masquage des charges des polyplexes ou lipoplexes par les PEG se traduit 

aussi par une réduction des interactions électrostatiques entre les complexes et les 

cellules,106;107 et diminue significativement les niveaux de transfection aussi bien in vitro 

qu’in vivo.  

Toutefois, il est à noter que le greffage de PEG sur des complexes formulés entre PEI 

et le transgène entraîne bien une augmentation du temps de demi-vie dans la circulation 

sanguine.108 Par ailleurs, de tels complexes conduisent, après injection par voie intraveineuse 

dans des souris dans lesquelles ont été implantées des tumeurs, à une expression du transgène 

qui est significativement plus importante dans les tumeurs que celle obtenue avec les 

polyplexes conventionnels.85 Ce résultat est à attribuer à une persistance intravasculaire 

prolongée qui permet une meilleure distribution vers les tumeurs autour desquelles la 

vascularisation est fragilisée. 
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Figure 6 : effets des polymères hydrophiles sur la biodisponibilité  

 

IV-2 L’entrée dans la cellule 
 

IV-2-1 Les interactions non spécifiques 
 

L’ADN nu se lie très difficilement à la membrane cellulaire suite aux répulsions 

électrostatiques entre l’ADN polyanionique et les charges anioniques présentes à la surface de 

la membrane cellulaire. Ceci n’est pas le cas des lipoplexes et polyplexes qui interagissent 

avec la membrane cellulaire d’autant plus fortement qu’ils sont chargés positivement et que la 

membrane cellulaire exprime des protéines anioniques. Ces protéines anioniques de la surface 

cellulaire sont en particulier des protéoglycanes du type sulfate d’héparine (HSPGs)91;109 

impliquées dans de multiples processus d’adhésion et de reconnaissance cellulaire.110 Celles-

ci sont sur-exprimées dans les cellules adhérentes en culture, alors que les cellules en 

suspension en expriment nettement moins. Ceci rend compte de la relative facilité à 

transfecter les cellules adhérentes et des difficultés à transfecter des cellules en suspension.  
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Des expériences d’inhibition de l’expression de ces protéines par action enzymatique 

ou métabolique ont permis de corréler le niveau de transfection à la présence de ces 

protéines.32 D’autres études in vitro ont révélé que la stimulation par des esters de phorbol de 

certaines cellules augmentait la concentration en protéines anioniques membranaires, comme 

les perlécanes, et favorisait leur transfection. Le rôle exact des protéoglycanes dans le 

processus de transfection n’est pas totalement expliqué. Mais étant donné les fortes 

interactions électrostatiques entre les complexes cationiques et ces protéines anioniques110, la 

fixation des complexes sur ces protéines peut être un stimulus à leur internalisation entraînant 

les complexes qui se sont fixés sur elles.91  

Une hypothèse communément admise est que les complexes qui adhèrent ainsi à la 

surface des cellules pénètrent dans celles-ci essentiellement par endocytose. L’entrée dans la 

cellule par un phénomène de fusion, qui implique le mélange entre les constituants des 

complexes et de la membrane cellulaire, est un évènement très mineur qui ne peut avoir lieu 

que si des composants fusogènes - lipides fusogènes et/ou peptides fusogènes couplés aux 

lipides ou aux polymères- sont utilisés pour la formulation des lipoplexes et polyplexes. 

Dans l’optique d’une administration in vivo par voie systémique, nous avons vu 

précédemment qu’une forte densité de charge cationique des complexes favorisait de manière 

non-spécifique leurs interactions avec un grand nombre de cellules très diverses qui 

expriment de telles protéines anioniques, mais surtout avec les protéines plasmatiques. Ces 

interactions non-spécifiques sont donc un inconvénient majeur car elles conduisent ou à une 

dispersion et une dilution du transgène dans l’organisme et dans des sites trop variés et/ou 

surtout à une très rapide élimination des complexes de la circulation sanguine. Cependant, ces 

interactions non-spécifiques peuvent être mises à profit dans des applications qui nécessitent 

une administration très localisée.111 

 

IV-2-2 Les interactions spécifiques : le ciblage cellulaire 
 

Favoriser l’expression du gène thérapeutique dans les cellules cibles est un des 

objectifs majeurs pour un vecteur de transfert de gènes. Un tel ciblage peut être réalisé par 

l’association du vecteur avec des ligands spécifiques qui sont reconnus par des récepteurs 

présents à la surface cellulaire. Ce ciblage permet en outre de concentrer spécifiquement le 

vecteur de gène sur la cellule cible et d’augmenter la possibilité d’internalisation du transgène 
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à condition que la formation du complexe ligand-récepteur induise une endocytose par 

récepteur médié. 

 

A ce jour, de multiples vecteurs lipidiques ou polymériques couplés à divers ligands 

ont été synthétisés et évalués in vitro et in vivo.112-123 Quelques exemples de ligands, de 

structures ciblées (majoritairement des protéines) et de types cellulaires sont répertoriés dans 

le tableau suivant. 

 
Structure ciblée Ligand Tissus ou cellules cibles 

Récepteur folate 

Intégrines 

Récepteur à la transferrine 

Asialoglycoprotéines 

Récepteur 

" 

" 

Récepteur LDL 

Récepteur FGF 

Récepteur EGF 

Antigène ou récepteur 

Antigène ou récepteur 

Acide folique  

Peptide RGD 

Transferrine 

Lactose 

Galactose 

Mannose 

Asialoglycoprotéine 

LDL 

FGF 

EGF 

Anticorps anti-JL1 

Anticorps anti-CD3 

Nombreux tissus 

Tumeurs endothéliales 

Cellules en division 

Hépatocytes 

Hépatocytes 

Cellules dendritiques 

Hépatocytes 

Nombreux tissus 

Nombreux tissus 

Nombreux tissus 

Lymphocytes T leucémiques 

Cellules sanguines mononuclées 

 

La stratégie d’élaboration du complexe ciblé dépend de nombreux facteurs comme la 

nature du vecteur et du ligand, le mode d’administration et le type de cible cellulaire. 

Cependant, quel que soit le ligand, les stratégies d’élaboration visent deux constructions 

ciblées, l’une “ conventionnelle ”, l‘autre “ furtive ” si une utilisation par voie systémique est 

aussi envisagée. L’assemblage “ conventionnel ” consiste en des complexes portant à leur 

surface le ligand, l’assemblage “ furtif ” en des complexes portant à leur surface le ligand et 

un polymère hydrophile (généralement un PEG), le ligand pouvant aussi être situé à l’autre 

extrémité du PEG.Les méthodes d’obtention de ces structures ciblées qui ont été testées sont 

résumées dans la figure 7 ci-après. 
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- voie A : formulation des structures conventionnelles ciblées par complexation de l’ADN 

avec des lipides ou polymères ciblés, les structures furtives étant ensuite obtenues par 

conjugaison du polymère hydrophile sur la surface des particules; 

- voie B : formulation des lipoplexes ou polyplexes, puis formulation des structures furtives 

par conjugaison d’un polymère hydrophile hétéro-bifonctionnel sur la surface des particules, 

puis greffage du ligand sur la seconde fonction du polymère ;  

- voie C : formulation des lipoplexes ou polyplexes furtifs et ciblés par complexation de 

l’ADN avec un mélange ternaire de lipides ou de polymères (poly)cationiques non greffés et 

greffés, le lipide ou le polymère (poly)cationique étant greffé, d’une part, avec un PEG et, 

d’autre part, avec un PEG portant à son autre extrémité le ligand. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polymère hydrophile 

ligand 
Voie C 

Voie B 

Voie A 

+
Lipides ou polymères cationiques

+

+

++

+

+

-

-
ADN 

-

+

+

+

 Figure 7 : voies d’obtention de complexes ciblés 

 

Il est à noter que la présence du PEG peut entraver la formulation de lipoplexes ou 

polyplexes furtifs lorsque celle-ci est réalisée à partir de lipides et polymères greffés au 

PEG.124 C’est pourquoi les stratégies présentées ci-dessus permettent des formulations 

optimales de complexes ciblés avec différents ligands. 
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La transferrine. Les récepteurs de la transferrine ont été parmi les premières cibles 

des vecteurs synthétiques. Ces récepteurs permettent l’entrée dans les cellules des complexes 

hétéroprotéiques transferrine-fer indispensables au métabolisme cellulaire. Ce type de 

récepteur est exprimé par de nombreux tissus cellulaires, et surtout par les cellules qui sont en 

prolifération comme les cellules tumorales. 

In vitro, la transfection par des lipoplexes et polyplexes (PEI, PLL) conjugués à la 

transferrine (Tf) a été amplement explorée85;122;125-128. Pour ce qui concerne les constructions 

“ conventionnelles ” ciblées, celles-ci permettent de transfecter plus efficacement diverses 

lignées cellulaires tumorales (Neuro2a, Jurkat et K562) qui expriment le récepteur Tf par 

rapport aux complexes non ciblés. Ces améliorations sont bien liées à la présence des 

récepteurs sur les cellules et à une endocytose récepteur-médiée. En effet, leur saturation avec 

de la transferrine libre abolit complètement le gain d’efficacité de transfection obtenu avec les 

complexes ciblés. Par ailleurs, aucune amélioration de la transfection de cellules qui 

n’expriment que peu de récepteurs Tf (comme les lignées cellulaires B16 ou H225) n’est 

observée avec des complexes ciblés.125 Il est aussi à noter qu’in vitro, la “ post-pégylation ” 

des particules ciblées, comme illustrée dans la Figure 7 voie A, n’a que peu d’incidence sur la 

transfection, les polyplexes PEI/Tf/PEG étant aussi efficaces que les polyplexes PEI/Tf.85 

 

In vivo, de nombreux résultats encourageants ont été obtenus aussi bien avec des 

constructions Tf-ciblées “ conventionnelles ” que “ furtives ”.102;119;127;129-134 

Ainsi, l’injection intratumorale de complexes PEI800-Tf (800 kDa) par rapport à 

celled’ADN nu conduit à une très nette amélioration de l’expression du transgène dans les 

tumeurs.102 Dans le cas d’injection par la voie systémique des polyplexes Tf-ciblés 

“ conventionnels ” et “ furtifs ” dans des souris porteuses de tumeurs, la nature du polymère 

semble avoir un impact sur l’expression du transgène dans les différents organes (poumons, 

foie, tumeurs). Si l’on observe une expression du transgène plus importante au niveau des 

tumeurs pour des complexes formulés avec Tf-PEI25 (25 kDa)129;133, celle-ci n’est pas 

améliorée avec les formulations ciblées et furtives du type PEI25/PEI25-PEG-Tf/PEI25-PEG 

(voie C Figure ).134 En revanche, l’expression reste plus importante au niveau des poumons 

lorsque les polyplexes sont formulés avec Tf-PEI800 alors qu’elle est nettement plus 

importante dans les tumeurs que dans les poumons avec les formulations ciblées et furtives du 

type PEG-PEI800-Tf (voie A, Figure ).85;133  
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Rappelons qu’une expression du transgène préférentielle dans les poumons est 

généralement obtenue avec des formulations non-ciblées. Lorsque la biodistribution de 

l’expression du transgène est en faveur des tumeurs, celle-ci peut être la conséquence d’un 

ciblage spécifique mais aussi d’une plus longue biodisponibilité des complexes, ce qui leur 

permet d’atteindre les tumeurs. En effet, il a été montré que la “ post-pégylation ” des 

complexes PEI800-Tf entraînait une nette augmentation de la dose de complexes présente 

dans la circulation sanguine (6% pour Tf-PEI800 contre 30% de la dose injectée pour Tf-

PEI800-PEG après 30 min).85  

 

Les folates. Les folates appartiennent à une famille de vitamines indispensables aux 

cellules eucaryotes, car ces cellules sont déficientes en une enzyme capable d’assurer la 

biosynthèse de ces composés. Les cellules ont donc développé plusieurs stratégies qui 

permettent de récupérer les folates apportés par les nutriments. Parmi ces mécanismes, on 

trouve un récepteur glycoprotéique (dénommé récepteur folate RF) qui assure l’endocytose de 

folate oxydé comme l’acide folique.120 La surexpression de ce récepteur dans les cellules 

cancéreuses par rapport aux cellules saines en a fait une cible idéale pour réaliser un transfert 

de gènes spécifique vers les tumeurs.135-137 

Les résultats de transfection in vitro observés avec des polylysines (PLL) conjuguées à 

l’acide folique ont mis en évidence l’augmentation des niveaux de transfection par rapport 

aux polylysines non modifiées.138 Par ailleurs, la saturation des récepteurs RF diminue 

radicalement l’expression du transgène, ce qui corrobore l’hypothèse d’une transfection 

spécifique récepteur-médiée. Cependant, il est à noter que la conjugaison du folate sur des 

PEI n’a pas conduit à des polyplexes ciblés plus efficaces que les polyplexes non ciblés.139 

Toutefois, en éloignant le ligand folate de la surface des polyplexes, comme dans les 

polyplexes PEI-PEG-folate (le folate et le PEI sont situés chacun à une extrémité du PEG), on 

obtient des systèmes qui transfectent, par une voie récepteur-médiée, plus efficacement que 

les polyplexes PEI, PEI-folate ou PEI-PEG.139 Des résultats similaires ont été obtenus avec 

d’autres constructions polymère-PEG-folate.140;141 
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In vivo, à notre connaissance, seule l’expression de gènes par des lipoplexes 

“ conventionnels ” et “ furtifs ” conjugués au folate a été étudiée. Des résultats encourageants 

ont là aussi été obtenus avec de tels lipoplexes lorsqu’ils sont administrés par voie 

intraveineuse dans des souris dans lesquelles des tumeurs ont été implantées.115 On observe 

une augmentation de l’expression du transgène dans les tumeurs et une diminution dans les 

poumons aussi bien avec les formulations folates “ conventionnelles ” qu’avec les 

formulations folates “ furtives ”. Cependant, les deux types de formulations donnent des 

niveaux d’expression du transgène dans les tumeurs qui sont comparables. Les bénéfices liés 

à l’utilisation de PEG sont donc à espérer sur d’autres plans que celui de la transfection. 

Quant aux formulations “ furtives ” non-ciblées, celles-ci conduisent à une expression du 

transgène comparable dans les deux tissus mais cette expression reste inférieure à celle 

observée avec les formulations folates “ conventionnelles ” et “ furtives ”.115 

 

Les sucres. Les récepteurs aux protéines glycosylées sont abondamment exprimés 

dans des organes comme le foie. Citons par exemple les récepteurs asialoglycoprotéiques sur 

les hépatocytes qui ont une grande affinité pour le lactose ou encore le galactose, les 

récepteurs au mannose sur les macrophages ou les cellules endothéliales hépatiques142;143. Ces 

récepteurs asialoglycoprotéiques ont par ailleurs l’avantage d’être internalisés par la 

cellule142. La forte expression de tels récepteurs sur les hépatocytes a stimulé la recherche et 

l’élaboration de systèmes de vectorisation ciblés.  

In vitro, de nombreuses études ont montré une transfection spécifique d’hépatocytes 

aussi bien avec des lipoplexes que des polyplexes galactosylés.123;144-151 Des résultats 

similaires ont aussi été obtenus avec des formulations “ furtives ” galactosylés.152 

D’autres types cellulaires comme des cellules épithéliales pulmonaires qui expriment 

des lectines spécifiques du lactose et du mannose ont été transfectées avec des polyplexes 

(PEI ou PLL) conjugués au lactose de manière plus spécifique et efficace que par des 

polyplexes non-conjugués ou conjugués au mannose. Par ailleurs, il a été montré que ces 

différentes formulations se fixaient de manière équivalente aux lectines membranaires. Ces 

résultats montrent aussi que d’autres facteurs et notamment des différences en terme de trafic 

intracellulaire sont à prendre en compte.153 

Enfin des macrophages ont été transfectés par des polyplexes (PLL) conjugués au 

mannose de manière plus spécifique et efficace que par des polyplexes non-conjugués ou 

conjugués à d’autres groupements glycosylés.154 
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Quelques études ont aussi été menées in vivo avec des lipoplexes et des polyplexes 

galactosylés et mannosylés (pour une revue, voir148). Ces études visaient surtout à obtenir une 

expression du transgène dans les hépatocytes qui sont le siège de nombreuses infections.  

Ainsi, après une injection par voie intraveineuse de lipoplexes conjugués à des résidus 

galactosylés, une expression du transgène plus importante a été mesurée dans les hépatocytes 

que dans d’autres organes comme les poumons.155 Lorsque des lipoplexes conjugués à des 

résidus mannoses ou fucoses sont injectés, on observe là-aussi une expression du transgène 

préférentiellement au niveau du foie mais ce sont les cellules endothéliales et les cellules de 

Kupfer qui ont essentiellement été transfectées. Ces résultats sont liés à la présence de 

récepteurs asialoglycoprotéiques sur les hépatocytes qui reconnaissent les trois types de 

résidus glycosylés alors que les cellules de Kupfer possèdent des récepteurs plus spécifiques 

du mannose et du fucose.156 

 

Les intégrines et les peptides RGD. Les intégrines sont des récepteurs 

hétéroprotéiques membranaires qui participent aux interactions entre les cellules et la matrice 

extracellulaire. Elles sont abondamment exprimées dans les endothéliums tumoraux et de 

nombreux organismes exogènes utilisent ces récepteurs pour se fixer et s’introduire dans les 

cellules (bactéries, virus). Certains peptides comme la fibronectine ou les enveloppes de 

nombreux virus contiennent un motif arginine-glycine-acide aspartique (RGD) hautement 

conservé qui interagit spécifiquement avec les intégrines. C’est pourquoi de nombreux 

vecteurs synthétiques conjugués à un peptide RGD ont été synthétisés et évalués.118;157-160  

A notre connaissance, ces évaluations ne concernent que des études in vitro. Toutes 

ces études montrent un réel bénéfice des lipoplexes ou polyplexes porteurs de séquences RGD 

par rapport aux complexes non-ciblés. Par ailleurs, le remplacement de l’acide aspartique par 

un acide glutamique inhibe cet accroissement, corroborant ainsi l’implication des récepteurs 

intégrines dans le mécanisme de transfection.159 Il est à souligner que la taille et la 

morphologie des peptides RGD se sont révélées être importantes. En effet, des ligands 

oligopeptidiques cycliques contenant le motif RGD ont démontré une meilleure affinité du 

ligand pour les récepteurs et donc une expression du transgène améliorée.47;158 
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Les intégrines et autres ligands. Récemment, il a été montré que des nanoparticules 

cationiques, conjuguées à un ligand ayant une forte affinité pour les chaînes αvß3 des 

intégrines, permettaient de délivrer spécifiquement des gènes dans les cellules endothéliales 

des capillaires sanguins angiogéniques chez des souris porteuses de tumeurs.161 L’efficacité 

thérapeutique de cette approche a été testée avec un gène Raf mutant (ATPµ-Raf) qui bloque 

l’angiogenèse en réponse à de multiples facteurs de croissance. Les injections systémiques de 

ces nanoparticules ciblées ont conduit à une apoptose des cellules de l’endothélium associé à 

la tumeur, suivie d’une apoptose des cellules tumorales et d’une régression des tumeurs 

primaires et métastasiques.162 Cette étude fait suite à des travaux réalisés avec ces mêmes 

particules ayant comme ligand de ciblage un anticorps (LM609) dirigé vers les intégrines. Ces 

nanoparticules ont permis de délivrer avec succès un agent de contraste permettant de 

visualiser les vaisseaux sanguins angiogéniques de tumeurs.163  

 

Les anticorps. Les anticorps comptent parmi les ligands les plus spécifiques. Leur 

grande diversité et leur haute spécificité permettent de cibler efficacement de nombreux 

récepteurs. C’est pourquoi ces résidus sont des candidats attractifs pour un transfert spécifique 

de gène. Des lipoplexes et polyplexes couplés à des anticorps anti-CD3,164 anti-CD19,164 anti-

JL1165 ou anti-GD2151 ont été élaborés.166 Si dans tous les cas on observe une spécificité 

d’adhésion sur les cellules qui expriment l’antigène correspondant, on n’observe pas 

systématiquement une amélioration de l’expression du transgène.151 Ainsi une amélioration 

n’a été obtenue qu’avec les complexes couplés aux anticorps anti-CD3 ou anti-CD19164 ou 

encore anti-JL1165. Toutefois, ces diverses expériences confirment le potentiel des anticorps 

comme éléments de ciblage. Il reste à souligner que la taille, la difficulté d’élaboration et 

l’immunogénicité des anticorps constituent un handicap majeur pour des applications in vivo. 

 

Les facteurs de croissance épidermales (EGF) 104;116;167-169, de fibroblastes 

(FGF).114 Conjointement aux différents ligands cités précédemment, les facteurs de 

croissance ont fait l’objet d’évaluation comme ligands pour délivrer spécifiquement des 

gènes.  

Ainsi, EGF, associé à des vecteurs synthétiques et dans des essais in vitro, a permis de 

réaliser une transfection spécique de cellules de carcinome épidermal ou rénal qui expriment 

le récepteur EGF.104  
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In vivo, l’injection par voie systémique de complexes “ furtifs ” PEI-PEG-EGF a 

conduit à une délivrance et une expression du transgène nettement plus importantes dans des 

tumeurs de carcinome hépatique humain greffées sur des souris SCID plutôt que dans d’autres 

organes comme le foie ou les poumons.169 Il est important de noter que l’issue de tels tests est 

fortement dépendante du type de tumeurs implantées chez les souris. Les variations qui ont 

été observées, sont liées à la vascularisation des tumeurs, à la nécrose des cellules et à 

l’infiltration de macrophages dans ces tumeurs. Ainsi, on observe une forte expression du 

transgène avec des tumeurs très vascularisées et dans lesquelles les macrophages s’infiltrent 

peu (cas de la tumeur hépatique). L’expression est plus faible lorsqu’il y a présence de 

cellules nécrosées dans la tumeur et donc une importante infiltration de macrophages qui 

dégradent rapidement l’ADN (cas des mélanomes M3, et ce malgré une importante 

vascularisation et une capture significative d’ADN au niveau de la tumeur). Enfin, aucune 

expression ni capture d’ADN sont décelables dans des tumeurs très faiblement vascularisées 

(cas de tumeurs KB, 518A2, A549, SW480).170   

 

IV-3 Le trafic intracellulaire171;172 
 

Après adhésion à la surface cellulaire, les lipoplexes et polyplexes pénètrent dans la 

cellule le plus souvent par un phénomène d’endocytose impliquant des puits de clathrines. Ce 

phénomène peut être non-spécifique s’il ne fait intervenir que les interactions électrostatiques 

ou être médié par un récepteur dans le cas où les vecteurs portent un ligand spécifique de ce 

récepteur et que la formation du complexe ligand-récepteur entraîne l’internalisation de ce 

complexe. Une fois internalisés, les lipoplexes et polyplexes se retrouvent piégés dans des 

endosomes dits précoces. Pour atteindre leur cible nucléaire, ils doivent obligatoirement 

s’échapper de ces endosomes le plus rapidement possible pour éviter la dégradation de 

l’ADN. Les endosomes ont en effet pour fonction de dégrader les composants 

intravésiculaires inutiles au fonctionnement de la cellule. Les endosomes précoces 

progressent lentement vers l’intérieur des cellules et après une acidification croissante suite à 

l’action de pompes à protons ATPase dépendantes vont évoluer en endosomes tardifs. Ceux-

ci fusionnent avec des lysosomes qui sont des vésicules renfermant des hydrolases (dont des 

nucléases) dans lesquelles le pH est d’environ 5. Les particules endocytées subissent alors une 
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dégradation par ces enzymes. Ainsi, l’ADN, pour ne pas être dégradé lors de ce processus, 

doit quitter les endosomes avant qu’ils n’aient fusionné avec les lysosomes. 

 

IV-3-1 Sortie des endosomes 
 

Deux mécanismes permettent de rendre compte de la déstabilisation de la membrane 

de l’endosome et de la sortie des lipoplexes et des polyplexes de l’endosome. La 

déstabilisation de la membrane endosomale peut être initiée (i) par les interactions 

électrostatiques entre ses composants anioniques et les composants cationiques des 

complexes173 et/ou par la présence de composants fusogènes (comme DOPE33 si les 

lipoplexes ont été co-formulés avec DOPE), ou de peptides fusogènes couplés au lipide ou au 

polymère174, (ii) par le phénomène “ éponge à protons ” lié au pouvoir tampon du vecteur 

polycationique qui provoque une entrée massive d’ions chlorures et d’eau dans l’endosome, le 

gonflement de l’endosome puis sa rupture.49;175 

La déstabilisation initiale liée au mélange entre les lipides du lipoplexe et ceux de la 

membrane endosomale est vraisemblablement une étape cruciale, ce que confirme la présence 

de peptides ou de lipides fusogènes. En effet, dans de nombreux cas, l’utilisation conjointe de 

DOPE avec les lipides (poly)cationiques pour la formulation des lipoplexes est même 

indispensable pour qu’il y ait transfection. Très souvent, sa présence l’améliore de manière 

très significative. Ce pouvoir fusogène de DOPE est lié aux changements morphologiques 

(passage d’une phase lamellaire à une phase hexagonale inverse) initiés par l’acidification (à 

pH neutre et acide, DOPE a une géométrie respectivement cylindrique et conique). Ce 

mécanisme de libération de l’endosome rend également compte de la remarquable efficacité 

de transfection des lipospermines comme le DOGS car il forme avec l’ADN des complexes 

de structures hexagonales176. Les lipospermines (DOGS, DOSPA, etc…) possèdent une tête 

polaire de taille relativement importante par rapport à la partie hydrophobe, conférant à ces 

molécules un fort rayon de courbure positif d’où une organisation en phase hexagonale. De 

telles structures non lamellaires déstabilisent les membranes, de la même façon que DOPE. 

 

Le mécanisme “ éponge à protons ” peut avoir lieu si les composants des complexes 

possèdent des fonctions ionisables dont les pKa permettent de tamponner le milieu endosomal 

(pH 5-7). Les endosomes possèdent des pompes à protons ATPase dépendantes dont le rôle 

est d’acidifier l’intérieur du compartiment. Si une molécule ionisable ayant un pKa de 5-7 est 
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présente dans l’endosome, celle-ci va s’opposer à l’acidification sans pour autant pouvoir 

arrêter le fonctionnement des pompes à protons. Cet effet tampon va empêcher la maturation 

de l’endosome et sa fusion avec les lysosomes, retardant ainsi l’action des enzymes 

lysosomales hydrolysantes qui ne sont effectives qu’à pH acide. Comme cet effet tampon se 

traduit par une entrée massive de protons dans le compartiment endosomal et que cette entrée 

est couplée à celle d’ions chlorures, il s’ensuit une augmentation importante de la 

concentration ionique et, pour compenser, une entrée conséquente d’eau, ce qui induit un 

gonflement de l’endosome puis sa rupture. Les divers lipides et polymères polycationiques 

qui participent activement à ce mécanisme sont ceux qui possèdent une ou plusieurs amines 

non protonées (ou partiellement) à pH physiologique. C’est le cas, par exemple, de DOGS 

(avec un pKa à 5.5), des PEI (large gamme de pKa allant de 8.2 à 3.6 soit environ 50 % des 

amines qui ne sont pas protonées à pH ≈ 5), des dendrimères PAMAM (pKa des amines 

tertiaires de 3.9). Par contre, ce mécanisme est inopérant pour les PLL qui possèdent des 

amines primaires dont le pKa est de l’ordre de 9-10. L’introduction sur ces PLL de 

groupements histidines (pKa ≈ 6) qui auront donc un effet tampon dans l’endosome, a été 

développée et a permis d’améliorer l’expression du transgène.55 

 
Les différentes hypothèses “ passage par la voie endosome ” et “ éponge à proton ” ont 

été corroborées par l’utilisation d‘agents lysosomotropiques (comme la chloroquine, le 

sucrose ou le glycérol177, certaines protéines virales178) ou d’inhibiteurs des pompes à protons 

(comme la bafilomycine A1 ou la concanamycine).177;179;180 La chloroquine est une base 

faible qui s’accumule dans les endosomes et lysosomes où elle agit par effet tampon (comme 

une éponge à protons). Par ailleurs, si sa présence dans le milieu d’incubation a un effet 

bénéfique sur la transfection, cela confirme que la transfection a lieu par la voie endocytose. 

Lorsque la chloroquine n’a pas d’effet sur la transfection, cela indique que les lipides ou les 

polymères polycationiques possèdent leur propre effet tampon ou alors que les complexes ont 

été internalisés par une autre voie que l’endocytose.57 Quant aux inhibiteurs des pompes à 

protons et lorsque leur présence dans le milieu d’incubation inhibe la transfection, cela 

indique que la sortie de l’endosome des complexes n’est plus sous le contrôle du mécanisme 

“ éponge à protons ” qui entraîne le gonflement et la rupture de l’endosome. 

Par ailleurs, le mécanisme “ éponge à protons ” est opérationnel dès le stade endosome 

précoce. En effet, il a été montré que, lorsque la transfection était effectuée avec des 

polyplexes formulés avec des PEI, la fusion entre les endosomes renfermant les polyplexes et 

les lysosomes n’avaient pas lieu, tout au moins durant les 6 premières heures d’incubation, et 

 - 47 -



que ces polyplexes avaient atteint le noyau cellulaire. Par contre, lorsque la transfection était 

effectuée avec des polyplexes formulés avec des PLL qui n’ont pas de pouvoir tampon à des 

pH légèrement acides, la fusion endosome/lysosome se produisait effectivement.181  

 

IV-3-2 Le trafic intracytoplasmique et l’entrée dans le noyau 
 

Le routage intracellulaire du plasmide et/ou du complexe de sa sortie de l’endosome 

jusqu’au noyau de la cellule est une étape mal connue et sans doute la plus limitante dans le 

transfert de gènes par les vecteurs synthétiques. En effet, le cytoplasme est un milieu très 

visqueux dans lequel la diffusion de particules est très lente et l’enveloppe nucléaire est 

constituée d’une double bicouche lipidique qui ne peut être traversée qu’au niveau des pores 

nucléaires ou bien lors de sa rupture au moment de la division cellulaire (mitose).  

Pour ce qui concerne le routage des complexes dans le cytosol jusqu’au noyau, un 

mécanisme a été proposé pour le transport de complexes cationiques dans la cellule, 

indépendamment de la morphologie des complexes lors de leur sortie de l’endosome. Ce 

mécanisme serait tributaire du gradient de polyanion dans le cytosol. Dans cette approche, les 

polycations suivraient un gradient d’affinité polyanionique en passant par la tubuline, puis 

l’actine pour atteindre des régions très riches en acides nucléiques.182 Une hypothèse plus 

probable est que les complexes utilisent le cytosquelette de la cellule pour diffuser dans le 

cytoplasme, et se comporteraient ainsi comme certains matériels viraux.172;183 

Les vecteurs synthétiques étant relativement plus efficaces pour transférer des gènes 

dans des cellules en division que dans des cellules quiescentes, ils pénètreraient dans le noyau 

des cellules en division lors de leur mitose. Des études montrent qu’en inhibant la croissance 

des cellules par des facteurs chimiques, de faibles niveaux d'expression du transgène sont 

observés. Ces observations ainsi que diverses expériences de transfection réalisées à 

différentes étapes du cycle cellulaire confirment que la rupture de l’enveloppe nucléaire au 

moment de la division cellulaire est fondamentale pour une expression du transgène délivré 

par les vecteurs synthétiques.184 Néanmoins, la transfection in vitro185 et in vivo186 de cellules 

neuronales (qui ne se divisent pas) avec des complexes formulés avec des PEI, laissent penser 

que d’autres mécanismes interviennent dans le processus de migration intranucléaire. Si 

l’augmentation du transport intranucléaire est un défi important pour les cellules quiescentes, 

elle l’est tout autant dans le cas des cellules en division. 
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Pour les cellules quiescentes, le plasmide ne peut accéder à la machinerie nucléaire 

que par passage par les pores nucléaires. Les pores nucléaires sont des “ tuyaux ” de 

communications enchâssés dans l’enveloppe nucléaire avec une densité importante de 3000 à 

4000 pores par noyau.79;187 Ces tuyaux sont constitués de protéines “ navettes ” de transport 

(importines α et ß) et présentent deux états conformationnels, un état “ fermé ” qui permet la 

diffusion passive de molécules de diamètre inférieur à 9 nm ou de masse moléculaire ≤ 40 

kDa, et un état “ ouvert ” qui autorise la diffusion de molécules dont la taille n’excède pas 26 

nm.187  

L’incorporation de séquences virales SV40188 dans la séquence plasmidique du 

transgène a permis l’amélioration du transport nucléaire de l’ADN et son expression. Ces 

fragments nucléiques sont reconnus par les facteurs de transcription pour conduire à des 

séquences peptidiques particulières appelées NLS (pour Nuclear Localisation Signal) qui 

assurent le cheminement du matériel nucléique vers et dans le noyau. Les NLS ont une grande 

affinité pour les importines. De nombreux virus possèdent une séquence NLS, ce qui leur 

permet de transporter efficacement leur matériel génétique jusqu’au noyau de la cellule hôte. 

Le transport nucléaire n’est donc pas une étape limitante de la transfection par des vecteurs 

viraux.  

Pour tenter d’améliorer encore davantage le transport nucléaire de l’ADN, des 

séquences NLS ont été associées aux lipoplexes et polyplexes. Ces associations concernent un 

couplage covalent (i) soit avec le lipide ou polymère puis formulation avec le plasmide, (ii) 

soit avec une séquence oligonucléotidique (ou analogue) puis hybridation avec le plasmide 

puis formulation, (iii) soit avec un intercalant puis complexation avec le plasmide puis 

formulation avec les lipides ou polymères, (iv) soit avec le plasmide puis formulation avec les 

lipides ou polymères.189 C’est dans ce dernier cas seulement qu’une très nette amélioration de 

la transfection a été obtenue (jusqu’à trois ordres de grandeur).190 Ces résultats constituent 

une avancée très importante qui ouvre de réelles perspectives pour le transfert de gènes par 

des vecteurs synthétiques. Ces divers résultats montrent aussi que le plasmide doit rester 

intimement et fortement associé au peptide NLS tout au long de son trafic intracellulaire qui 

l’amène jusqu’au noyau. 

 - 49 -



 

Pour mieux appréhender le rôle du vecteur (lipides ou polymères (poly)cationiques) 

dans le trafic intracytoplasmique et l’entrée de l’ADN dans le noyau, diverses études de 

microinjections de lipoplexes ou de polyplexes dans le cytoplasme et dans le noyau ont été 

réalisées. Ces études avaient pour but de déterminer si le plasmide parvenait au noyau lié ou 

libéré (partiellement ou totalement) du vecteur, et quel était l’impact de cette association sur 

son expression en protéine.  

Tout d’abord, la microinjection de l’ADN nu dans le cytoplasme se traduit par une 

expression négligeable comparativement à une microinjection directe dans le noyau.191 Ce 

résultat précise les rôles prépondérants que joue le vecteur lors du trafic de l’ADN du 

cytoplasme vers le noyau, protégeant sans doute l’ADN de la dégradation par des nucléases 

présentes dans le cytoplasme et facilitant la diffusion de l’ADN compacté dans le cytoplasme. 

En ce qui concerne les complexes ADN/vecteur, leur devenir et l’expression de l’ADN 

semblent être différents selon la nature “ lipide” ou “ polymère ” du vecteur. 

Avec les systèmes lipidiques de transfert de gènes, les expériences de microinjections 

intranucléaire et intracytoplasmique de lipoplexes ont montré des niveaux d’expression du 

gène très faibles, contrairement à une transfection “ classique ” par la voie endocytose.191;192 

Ces différents résultats suggèrent que l’ADN dans le cytoplasme doit rester partiellement 

complexé avec le système lipidique pour pouvoir accéder au noyau et être exprimé. Ceci est 

confirmé par une expression du transgène à la suite d’une microinjection intranucléaire d’un 

lipoplexe dans lequel l’ADN est partiellement complexé (rapport N/P < 1). La nécessité d’une 

dissociation partielle de l’ADN du lipoplexe est à l’origine de l’élaboration du lipide 

DOGSDO qui contient un pont disulfure193. Ce lipide est un agent de transfert de gènes 

nettement plus efficace que son homologue qui ne possède pas de liaison disulfure. DOGSDO 

conduit à des lipoplexes plus facilement dissociables dans le cytoplasme. En effet, le 

cytoplasme est un milieu réducteur qui permet la coupure des liaisons disulfures, ce qui 

entraîne la transformation du lipide DOGSDO en détergent et donc facilite la décomplexation 

de l’ADN. 

En ce qui concerne les polyplexes (PLL/ADN ou PEI/ADN), et contrairement aux 

lipoplexes, leur injection intranucléaire conduit à une meilleure expression du gène que leur 

injection intracytoplasmique.191 Par ailleurs, la même cinétique d’expression du gène est 

obtenue après une injection intracytoplasmique ou une transfection “classique” du polyplexe.  

Ces expériences montrent donc que l’accès au noyau est également l’étape limitante de 

la transfection par les polyplexes194;195 mais que la présence des polymères facilite l’accès de 
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l’ADN au noyau, même après la mitose. Ces différents résultats sont davantage en faveur 

d’une pénétration nucléaire d’un complexe que d’ADN nu, la localisation intranucléaire de 

complexes PEI/ADN ayant effectivement été observée par microscopie confocale en utilisant 

un marquage fluorescent.196 

Par ailleurs, une autre étude portant sur les polymères p(DMAEMA) et ses analogues 

soutient le fait que plus l’ADN se dissocie facilement du polyplexe, plus la transfection est 

efficace. La modélisation moléculaire des interactions polymère/ADN indique que, parmi ces 

différents dérivés, c’est p(DMAEMA) qui interagit le plus faiblement avec l’ADN. C’est 

effectivement lui qui s’est révélé être l’agent de transfert le plus efficace.197 Pour faciliter 

l’étape de dissociation de l’ADN des polyplexes, la même stratégie que celle utilisée pour la 

formulation lipoplexes nanométriques à partir de détergents dimérisables a été appliquée avec 

des polyamines polymérisables.198 Cependant, cette stratégie n’a pas été concluante car les 

polyplexes obtenus étaient des particules négatives qui ne pénétraient pas les cellules. 

 

IV-3-3 De la transcription du plasmide à la protéine 
 

L’avant dernière étape consiste à la transcription de l’ADN plasmidique en ARN 

messager. Cette étape a lieu dans le noyau cellulaire et nécessite que l’ARN polymérase de la 

machinerie cellulaire se fixe sur le promoteur du plasmide. Par conséquent, le choix du 

promoteur revêt une importance particulière. Le promoteur cytogémalovirus (pCMV) apporte 

une meilleur efficacité de transfection in vivo du plasmide que les promoteurs SV40, 

thymidine kinase (TK) ou d’adénovirus.88 

Le choix des promoteurs peut également se porter sur des promoteurs réglables, dont 

l’expression peut être induite ou réprimée, ou sur des promoteurs spécifiques d’un type 

cellulaire. Ces derniers présentent l’avantage de ne permettre une expression du transgène que 

dans des celllules bien précises.199 

La dernière étape qui consiste à traduire l’ARN messager en protéine est elle aussi 

sous le contrôle de la machinerie cellulaire. 
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IV-3-4 Expression cytoplasmique du transgène 
 

La très faible efficacité du transport nucléaire de l’ADN plasmidique par les systèmes 

synthétiques de transfert de gènes est un des problèmes majeurs à résoudre. Pour s’affranchir 

de cette étape limitante de l’expression du transgène, l’utilisation de systèmes permettant aux 

gènes d’être exprimés au niveau cytoplasmique a été explorée. De tels systèmes offrent des 

perspectives intéressantes pour le futur car ils sont en principe adaptables à n’importe quel 

type cellulaire. Il n’est pas non plus nécessaire que la cellule soit en division pour que le 

transgène puisse être exprimé au niveau du cytoplasme. 

Une première stratégie, qui repose sur la délivrance simultanée dans le cytoplasme de 

la protéine ARN T7 polymérase et d’un plasmide qui contient un gène reporter sous le 

contrôle du promoteur T7, a été élaborée.200 Cette polymérase, d’origine bactérienne, a la 

particularité de transcrire l’ADN plasmidique en ARN messager dans le cytoplasme, avec une 

efficacité bien supérieure à celle de polymérases eucaryotes. Par ailleurs, cette polymérase ne 

pénètre pas dans le noyau. Ce système a conduit à une expression du transgène dans le 

cytoplasme avec une cinétique relativement plus rapide (8-10 h) que celle qui nécessite un 

transport nucléaire du gène. Mais l’expression obtenue avec ce système s’est révélée 

transitoire (2-3 jours), ceci ayant été attribué à la dégradation/inactivation de la polymérase 

dans la cellule.  

Pour remédier aux différents inconvénients liés à cette première approche, une 

stratégie “ autogène T7 ” a été développée.201 Un autogène T7 est une séquence d’ADN qui 

code à la fois pour la protéine ARN T7 polymérase et pour une protéine reporter ou 

thérapeutique.  

Les résultats les plus significatifs ont été obtenus avec un autogène T7 codant pour la 

polymérase ARN T7 placé sous le contrôle de deux promoteurs, l’un qui est actif dans le 

noyau (pCMV) et l’autre dans le cytoplasme (promoteur T7). Le promoteur pCMV sert à 

initier le premier cycle de synthèse de la polymérase ARN T7 dans le noyau (cette phase n’est 

pas limitante car elle ne nécessite seulement qu’une petite fraction de l’autogène puisse 

atteindre le noyau). Une fois dans le cytoplasme, cette polymérase qui possède une haute 

affinité pour le promoteur T7, transcrit les autogènes T7 via un mécanisme autorégulé. Les 

ARNm codant pour la protéine reporter ou thérapeutique et pour l’ARN T7 polymérase 
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(enzyme qui accélère le processus de transcription) sont produits ainsi que leurs protéines 

respectives.  

Cette approche a conduit à des niveaux élevés d’expression de la protéine reporter et 

sur une période de plus de 7 jours.202;203  

Cette technologie présente également plusieurs avantages :  

-les autogènes, qui sont produits par des bactéries, peuvent être facilement 

amplifiés et purifiés,  

-la polymérase est produite de manière endogène et “ en continu ” à l’intérieur de 

la cellule, ce qui permet d’éviter les problèmes liés à l’utilisation d’enzymes exogènes 

(purification, réaction immune, dégradation, inactivation, pénétration cellulaire), 

-les niveaux d’expression cytoplasmique sont plus élevés que ceux obtenus par les 

systèmes qui dépendent d’une expression nucléaire. 
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V Conclusion 
 

Si la thérapie génique ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques pour traiter de 

nombreuses maladies, l’expérience et les connaissances acquises ces quinze dernières années 

permettent d’avoir un certain recul sur les vecteurs de transfert de gènes, leurs potentialités et 

leurs limites. 

L’obstacle majeur à sa réalisation réside encore dans les difficultés techniques à 

transférer le transgène dans les cellules avec efficacité, aussi bien en terme d’expression que 

de durée et de spécificité cellulaire, et à obtenir une transfection qui soit sans risques pour le 

patient.  

Aujourd'hui, aucun de ces vecteurs, qu'il dérive ou non de virus, ne présente 

l'efficacité et la sécurité requise pour une utilisation thérapeutique chez l'homme. Il est 

d’ailleurs probable qu’il n’y aura pas un vecteur idéal mais différents vecteurs selon le type de 

pathologies à traiter, le mode d’administration, les caractéristiques du gène… d’où l’intérêt de 

disposer d’un large éventail de vecteurs, et les vecteurs synthétiques occupent dès lors une 

place de choix. En effet, ils présentent de multiples avantages en terme de coût, de facilité de 

mise en œuvre, de sécurité et d’éthique, par rapport aux vecteurs viraux. 

La thérapie génique est encore dans une phase de mise au point. Ses avancées passent 

aujourd’hui par une meilleure connaissance de la virologie, de la biologie moléculaire et de 

l’élucidation des mécanismes de transfert de gènes des virus et des vecteurs synthétiques, et 

par le développement de nouveaux vecteurs ayant une biodisponibilité accrue et permettant 

une transfection cellulaire spécifique et efficace. 
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I Introduction 
 

Les vecteurs synthétiques constituent une alternative prometteuse aux vecteurs viraux 

pour le transfert du gène médicament. Bien qu’ils aient démontré une réelle capacité à 

transfecter les cellules en culture, ils souffrent néanmoins de diverses limitations dès lors 

qu’ils sont utilisés in vivo, et en particulier après une administration par la voie systémique. Ils 

sont notamment très rapidement éliminés de la circulation sanguine après une injection 

intraveineuse par les “sentinelles” du système réticuloendothélial, ce qui ne leur permet pas 

d’atteindre leurs cibles tissulaires et cellulaires. Par ailleurs, il est très difficile de contrôler 

leur biodistribution et l’expression du transgène in vivo, ces deux paramètres n’étant pas 

nécessairement corrélés entre eux. 

La délivrance et l’expression de gènes spécifiquement dans un tissu ou une cellule 

cible sont, comme nous venons de le voir dans la partie bibliographique, des objectifs 

extrêmement difficiles à atteindre et nécessitent l’élaboration de stratégies qui limitent les 

interactions non-spécifiques entre les particules d’ADN et le milieu biologique. Dans le cas 

d’administration par voie systémique, la formation de larges agrégats (> 400-500 nm), leur 

opsonisation et leur tropisme pour le système phagocytaire mononucléé constituent des 

obstacles majeurs qu’il faut pouvoir éviter pour que le gène puisse atteindre, in vivo, sa cible. 

Ces obstacles peuvent en partie être surmontés par la conjugaison des vecteurs à des 

groupements hydrophiles comme des polyéthylènes glycols ou des polyols ET à des ligands 

spécifiques des récepteurs exprimés par les cellules que l’on veut cibler. De telles 

constructions “ furtives ” et “ ciblées ” sont schématiquement représentées ci-dessous (figure 

1).  
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Figure 1 : vecteurs synthétiques “ furtifs ” et ciblés 



De récents travaux au laboratoire ont mis en évidence l’efficacité de transfection de 

lipopolyamines télomériques et cotélomériques (cf chapitre biblio p 26).1;2 Ces dérivés sont 

obtenus par des réactions de télomérisation d’un monomère M (ou un mélange de monomères 

M et M’, appelé(s) taxogène(s)) polymérisable qui contient un précurseur de la fonction 

amine, initiée par un thiol R-SH (appelé télogène). Les télomères polyaminés R-S-(M)n-H ou 

cotélomères R-S-(M)n-(M’)n’-H (pour lesquels la distribution et l’alternance des monomères 

M et M’ sont aléatoires) que l’obtient ainsi, présentent des degrés de (co)polymérisation qui 

sont aisément contrôlables. Par ailleurs, ces réactions sont simples à mettre en œuvre. Cette 

simplicité et l’accès relativement aisé à des précurseurs monomères polymérisables de 

structures très diverses nous ont incité à développer des télomères polycationiques conjugués 

à un PEG (type “ di-block ”) ainsi que des cotélomères polycationiques (type “ random ”) 

dont un des deux monomères comporte un groupement tétraéthylène glycol (TEG) ou 

tris(hydroxyméthyl) (THM) et à tester leur potentiel en tant que vecteurs de transfert de gènes 

(structure générique figure 2).  
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Figure 2 : structure générique des (co)télomères visés 
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Ces travaux ont fait l’objet de la publication “ Polycationic Diblock and Random 

Polyethylene Glycol- or Tris(hydroxymethyl)methyl-Grafted (Co)telomers for Gene 

Transfer : Synthesis and Evaluation of Their in Vitro Transfection Efficiency ” par B. Le Bon, 

N. van Craynest, O. Boussif, P. Vierling, Bionconjugate Chem. 2002, 13, 1292-1301. Les 

résultats les plus significatifs de cette publication seront résumés ci-après, la publication dans 

sa totalité figurant à la page 83 de ce mémoire. Cependant, nous développerons certains points 

qui n’ont pas pu être décrits ou approfondis dans cette publication. 

 

Dans cette publication, nous décrivons la synthèse et la caractérisation des divers 

(co)télomères “ di-block ” et “ random ”, leur capacité à compacter des gènes et le potentiel 

des (co)téloplexes à transfecter des cellules épithéliales pulmonaires de carcinome humain 

(A549) ainsi que leur cytotoxicité. Les tableaux, schémas et figures cités ci-après sont ceux de 

la publication. La synthèse, la caractérisation des divers (co)télomères, la formulation et la 

caractérisation des complexes avec le plasmide et les tests de transfection ont été réalisés par 

moi-même. Ces travaux ont fait l’objet d’un partenariat par la société Transgène S.A. (resp. 

Dr. O. Boussif) implantée à Strasbourg. 

La structure moléculaire des divers composés polycationiques synthétisés est détaillée 

dans la Figure 1 de la publication (page 84). Ces dérivés sont caractérisés par une structure 

modulaire destinée à adapter les propriétés physico-chimiques (complexation de l’ADN, 

morphologie supramoléculaire, stabilité) et biologiques (biodégradabilité, biocompatibilité, 

biodisponibilité, efficacité de transfection, interactions avec les composants des milieux 

biologiques, opsonisation…) des complexes qu’ils vont former avec le gène à vectoriser, 

complexes que l’on appellera téloplexes ou cotéloplexes.  

Les télomères “ di-block ” polycationiques sont couplés à un PEG2000 et comportent 

un nombre variable d’unités amines primaires ou tertiaires (de 4 à 360). Les cotélomères 

“ random ” sont constitués d’une combinaison aléatoire d’unités amines primaires et d’unités 

TEG ou THM. Pour pouvoir estimer l’impact de ces différents unités PEG, TEG ou THM sur 

les propriétés physico-chimiques et biologiques des (co)téloplexes, nous avons aussi 

synthétisé des télomères contrôles (dérivés iBu-[NH2]n) obtenus à partir du télogène iBu-

[SH]. Ce thiol a aussi été sélectionné pour les nombreux atomes d’hydrogène de ses 

groupements diisobutyles, afin de pouvoir déterminer plus aisément le degré de 

polymérisation des (co)télomères par RMN 1H. 
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II Synthèse 
 

II-1 Généralités sur la télomérisation 
 

Les composés décrits dans la publication sont obtenus par une réaction de 

télomérisation ou de cotélomérisation. Ces réactions consistent à faire réagir dans les 

conditions de polymérisation, c'est-à-dire en présence d’un initiateur de radicaux I2 

(généralement l’α,α’-azobis(isobutyronitrile) ou AIBN: 

 - un (ou deux) monomère(s) M (ou M et M’) polymérisable(s), appelé(s) taxogène(s), 

contenant une fonction amine (éventuellement protégée), et 

 - un agent de transfert nommé télogène tel qu’un thiol (RS-H) (les thiols comptent 

parmi les agents de transfert les plus efficaces). 

Dans le cas de la télomérisation radicalaire, le schéma diffère de celui de la 

polymérisation, certaines étapes supplémentaires apparaissent tandis que d’autres deviennent 

négligeables. Ainsi, si nous considérons un monomère M, un initiateur de radicaux I2 et un 

agent de transfert Z-X (Z-X = RS-H), le processus réactionnel peut être schématisé par 4 

réactions : 

 

  Amorçage : 

    I2                           2I• 

        I• + ZX                         IX + Z• 

       Z• + M                          ZM• 

 

  Propagation : 

     ZM•   + M                       ZM2
• 

     ZM2
• + M                       ZM3

• 

     ZMn
• + M                       ZMn+1

• kn 

k2 

k1 

 

  Transfert : 

     ZM•  + ZX                     ZMX   + Z• 

     ZM2
• + ZX                     ZM2X + Z• 

     ZMn
• + ZX                     ZMnX + Z•    

ktrn 

ktr2 

ktr1 

télomère  

(si Z-X = RS-H alors on obtient comme télomère RS-(M)n-H) 
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  Terminaison: 

        Z•  + Z•                        ZZ 

     ZMi
• + Z•                       ZMiZ 

     ZMi
• + ZMj

•                   ZMi+jZ kte3 

kte2 

kte1 

 

La télomérisation diffère fondamentalement de la polymérisation car : 

- la structure moléculaire des télomères est de type Z-(Mn)-X, alors que les 

polymères sont de type (M)n ; 

- la masse moléculaire moyenne et, par conséquent, le degré de 

polymérisation moyen (DPn) des télomères sont beaucoup plus faibles que 

ceux des polymères, à cause de la réaction de transfert qui prime sur la 

réaction de terminaison ; 

- l’initiateur induit la rupture du télogène, et c’est le radical créé qui agit sur 

le monomère, et non le radical de l’initiateur. Ceci présente l’avantage de 

pouvoir diversifier la structure des télomères, par le biais du télogène. 

 

L’exploitation strictement cinétique d’un tel schéma réactionnel est très complexe et 

permet de proposer des équations mathématiques pour accéder aux fractions molaires de 

chaque télomère et ainsi de déterminer les DPn. En présence d’un agent de transfert efficace, 

et c’est le cas des thiols, les équations se simplifient, et le DPn s’obtient par : 

 
1

(DPn)= CTR0 avec R0 = 
[ZX]
 [M] 

 

Il en résulte que la connaissance de la constante de transfert CT permet de maîtriser la 

taille des télomères obtenus (DPn), à partir des valeurs des concentrations initiales en télogène 

([ZX]) et monomère ([M]), c’est à dire à partir du rapport molaire R0. Une étude a permis 

d’évaluer la constante de transfert d’une série d’alcanethiols linéaires vis-à-vis de différents 

motifs acrylamides, et a montré qu’elle était voisine de 1.3 Ce résultat présente un grand 

avantage car il facilite la prévision du DPn, celui-ci étant pratiquement identique au rapport 

R0.  

Les réactions de télomérisation entre un taxogène M et un thiol RS-H permettent donc 

d’accéder à des télomères de formules R-S-(M)n-H et d’ajuster, en fonction du rapport 

molaire M/RS-H, le nombre de charges du vecteur dans une gamme allant de quelques unités 

à plusieurs dizaines voire quelques centaines d’unités. Il est ainsi possible de synthétiser des 
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composés présentant un nombre d’unités cationiques intermédiaire entre celui des lipides 

polycationiques (quelques unités) et celui des polymères comme les poly-L-lysines ou les 

polyéthylèneimines utilisées pour la formulation des polyplexes et qui possèdent de degrés de 

polymérisation assez élevées (plusieurs dizaines voire plusieurs centaines d’unités). 

La télomérisation peut également être réalisée en présence de deux (ou plusieurs) 

taxogènes. Il s’agit alors d’une cotélomérisation qui, si elle est effectuée à partir de taxogènes 

M et M’ et d’un thiol RS-H comme télogène, conduit à des cotélomères de type R-S-(Mn)-

(M’n)-H pour lesquels la distribution et l’alternance des monomères M et M’ sont aléatoires. 

Une telle réaction permet de réaliser de nombreuses variations structurales avec en particulier 

l’élaboration de cotélomères polycationiques polyfonctionnalisés. De la même façon que pour 

la télomérisation, les degrés moyens de polymérisation (DPn et DPn’) sont liés aux rapports 

molaires initiaux M/télogène et M’/télogène.  

 

II-2 Les PEG-Télomères “ di-block ” PEG-[NH2]n et PEG-[CH2NMe2]m 

 
Nous avons synthétisé deux séries de PEG-télomères de type di-block présentant l’une 

un motif aminoéthyl (PEG2000-[NH2]n), l’autre un motif diméthylpropylamine (PEG2000-

[CH2NMe2]n) (Figure 1 de la publication page 84). Chaque série de télomères est composée 

de dérivés ayant des degrés de polymérisation et donc un nombre d’unités aminés différents. 

Ces deux séries sont préparées à partir du télogène PEG2000-SH (synthétisé à partir 

du composé commercial PEG2000-OH et, respectivement des taxogènes A (N-

[2(tertbutyloxycarbonyl)amino éthyl]-acrylamide2 et B (N-[3(diméthylamino)propyl]-

acrylamide, commercial), en utilisant différents rapports molaires taxogène/télogène (schéma 

1 et 2 de la publication page 84 et 88). Les télomères PEG2000-[NHBOC]n et PEG2000-

[CH2NMe2]n sont obtenus après chromatographie sur une colonne d’exclusion stérique LH-

20. Les télomères PEG2000-[NHBOC]n ensuite déprotégés dans une solution d’acide 

trifluoroacétique (TFA)/dichlorométhane pour conduire aux télomères PEG2000-[NH2]n sous 

la forme de sels de TFA.  

La détermination du degré moyen de télomérisation (= n) est réalisée par RMN 1H sur 

les composés PEG2000-[NHBOC]n et PEG2000-[CH2NMe2]n. La déprotection des 

groupements BOC dans PEG2000-[NHBOC]n étant quantitative, le degré moyen de 

polymérisation ainsi déterminé est également celui du copolymère PEG2000-[NH2]n. Ces 

degrés moyens sont calculés en comparant les intégrations respectives des signaux 
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correspondants aux protons BOC, NCH2 et NMe2 par rapport à l’intégration du motif 

CH2CH2O du PEG.  

 

II-3 Les cotélomères “ random ” iBu-[TEG]m-[NH2]n et iBu-[THM]m-
[NH2]n 
 

 Nous avons synthétisé deux séries de cotélomères présentant l’une des motifs 

aléatoires “ tétraéthylène glycol ” (TEG) et “ aminoéthyl ” (composés iBu-[TEG]m-[NH2]n) 

et l’autre des motifs aléatoires “ trishydroxyméthyl ” (THM) et “ aminoéthyl ” (composés 

iBu-[THM]m-[NH2]n) (Figure 1 de la publication page 84), chaque série comportant deux 

dérivés ayant des degrés de polymérisation et donc un nombre d’unités aminés, hydroxylés ou 

“ pégylés ” différents. Ces deux séries sont préparées à partir du télogène iBu-[SH] et, 

respectivement, des taxogènes A et C (acrylate de méthoxytétratéthylène glycol synthétisé à 

partir de chlorure d’acryloyle et de méthoxytétraéthylène glycol), et des taxogènes A et D (N-

[tris-(hydroxyméthyl)méthyl]acrylamide, commercial) en utilisant différents rapports molaires 

taxogènes/télogène (Schéma 1 et 2 de la publication page 84 et 88). Les cotélomères iBu-

[TEG]m-[NHBOC]n et iBu-[THM]m-[NHBOC]n sont isolés par chromatographie sur 

colonne d’exclusion stérique LH-20 et sont ensuite déprotégés dans une solution d’acide 

trifluoroacétique/dichlorométhane pour conduire aux cotélomères iBu-[TEG]m-[NH2]n et 

iBu-[THM]m-[NH2]n sous la forme de sels de TFA.  

La détermination des degrés de polymérisation m et n est réalisée par RMN 1H sur les 

cotélomères protégés iBu-[TEG]m-[NHBOC]n et iBu-[THM]m-[NHBOC]n. La déprotection 

étant quantitative, les degrés moyens de polymérisation ainsi déterminés sont également ceux 

des cotélomères iBu-[TEG]m-[NH2]n et iBu-[THM]m-[NH2]n. Ces degrés sont calculés en 

comparant respectivement : 

  les intégrations des signaux correspondants aux protons BOC et aux méthyles 

du groupe diisobutyle, pour le nombre n de motifs aminoéthyles, 

  les intégrations des signaux correspondants aux protons THM (CH2OH), ou 

TEG (OCH2 et OCH3) et aux méthyles du motif diisobutyle, pour le nombre m de motifs 

THM ou TEG. 
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II-4 Les télomères témoins iBu-[NH2]n 
 

La synthèse des télomères iBu-[NH2]n est réalisée de manière similaire à celle des 

copolymères PEG-[NH2]n en utilisant différents rapports molaires taxogène A/télogène iBu-

SH. Les telomères iBu-[NHBOC]n sont isolés par chromatographie sur colonne d’exclusion 

stérique LH-20 et sont ensuite déprotégés dans une solution d’acide 

trifluoroacétique/dichlorométhane pour conduire aux télomères iBu-[NH2]n sous forme de 

sels de TFA. Comme précédemment, la détermination des degrés de polymérisation n est 

réalisée par RMN 1H sur les télomères protégés iBu-[NHBOC]. Ces degrés sont calculés en 

comparant l’intégration du signal des protons BOC à celle du signal des méthyles du groupe 

diisobutyle. 

 

III Formulation et caractérisation 
 

L’aptitude des différents (co)télomères à former des (co)téloplexes a été évaluée avec 

le plasmide pTG11236 (Transgène, figure 3) pour différents rapports de charge (N/P = 10 à 

0,8) et deux quantités d’ADN par puits (1 et 0,5 µg). Ce plasmide de 5739 paires de bases 

code pour la luciférase. La procédure appliquée pour la préparation des complexes consiste à 

diluer un certain volume d’une solution de (co)télomères dans le glucose 5% avec une 

solution d’ADN pour obtenir une concentration finale de 0,1 mg/mL en ADN. 

 

Figure 3 : plasmide pTG11236 
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L’analyse de la taille des (co)téloplexes (Table 1 de la publication page 88) fait 

apparaître une taille moyenne comprise entre 85 et 330 nm. Il est à noter que pour de 

nombreuses formulations N/P 1,25, on observe des précipités. Il est toutefois difficile de 

mettre en évidence l’impact des chaînes PEG des cotélomères “ diblock ” ou des résidus TEG 

et THM des cotélomères “ random ” sur la taille des (co)téloplexes obtenus. Seul le rapport 

N/P semble avoir une légère influence sur la taille, car celle-ci augmente lorsque le rapport 

N/P diminue. 

L’analyse par électrophorèse sur gel d’agarose des formulations montre l’absence 

d’ADN “ libre ” pour les formulations N/P de 10 à 2,5 et pour la plupart des formulations à 

1,25, ce qui confirme une complexation totale de l’ADN par les (co)télomères. Toutes les 

formulations N/P à 0,8 contiennent de l’ADN non complexé et accessible au bromure 

d’éthidium (Figure 4). 

Figure 4 : gels d’électrophorèse (N.B. 
tous les composés ne sont pas figurés)
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IV Transfection in vitro 
 

Les diverses formulations obtenues précédemment ont été évaluées in vitro sur des 

cellules adhérentes A549 d’épithélium de carcinome pulmonaire humain. Bien que les 

efficacités de transfection soient généralement diminuées par la présence des constituants 

sériques, les tests ont été effectués en présence de 10% de SVF (sérum de veau fœtal). Ces 

tests ont aussi été effectués, à titre comparatif, avec des lipoplexes références formulés avec 

pcTG90/DOPE (1/1 molaire)4 qui comptent parmi les formulations les plus efficaces pour 

transfecter les cellules A549, et avec l’ADN nu. 

Les niveaux de transfection observés avec la plupart des téloplexes et cotéloplexes 

sont largement supérieurs à ceux de l’ADN nu. Il est à mentionner que les formulations N/P 

1,25 et 0,8 ne sont pas actives et ne figurent pas dans la publication. Pour la plupart des 

(co)téloplexes testés, l’augmentation du rapport N/P ou de la quantité d’ADN se traduit par un 

accroissement de l’efficacité de transfection qui est accompagné par une décroissance de la 

viabilité cellulaire. Ce phénomène traduit un processus de transfection non spécifique grâce 

aux protéoglycanes exprimées à la surface cellulaire.5 

Cependant, si la plupart des (co)télomères ne permettent d’atteindre le niveau moyen 

de transfection obtenu avec les lipoplexes témoins pcTG90/DOPE (figure 2 et 3 de la 

publication page 90 et 91), il faut souligner la performance des téloplexes formulés avec iBu-

[NH2]75 ou avec le copolymère PEG2000-[NH2]190 qui, pour des rapports N/P de 10, sont 

d’une efficacité comparable aux lipoplexes témoins (figure 4 de la publication page 91) et 

pour une meilleure viabilité cellulaire. 

 

L’étude des relations structure-activité des télomères et cotélomères s’est principalement 

orientée sur l’impact: 

i) de la présence de deux blocs (polyaminés et PEG) 

ii) de la présence aléatoires de chaînes aminées et de résidus TEG ou THM 

sur l’efficacité de transfection et sur la viabilité cellulaire. 

iii) du nombre de fonctions amines 

iv) de la nature de la tête polaire aminée  
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L’impact de la chaîne PEG sur l’efficacité de transfection n’est pas négligeable car avec un 

squelette polyaminé identique (éthyle amine), l’efficacité du PEG2000-[NH2]70 est inférieure 

à celle du télomère témoin iBu-[NH2]75. L’augmentation du degré n de télomérisation des 

télomères PEG2000-[NH2]n permet de compenser la baisse de l’efficacité de transfection liée 

à la présence de PEG. Comme illustré par la Figure 3 de la publication page 91, nous 

obtenons un optimum de transfection pour un nombre n de fonctions amines de 190. Le 

cotélomère di-blok PEG2000-[NH2]190 est par ailleurs aussi efficace que le télomère contrôle 

iBu-[NH2]75.  

Le remplacement aléatoire des fonctions amines par des motifs hydrophiles 

tétraéthylène glycol (TEG) ou tris-hydroxyméthyle (THM) comme dans le cas des 

cotélomères conduit lui-aussi à une diminution de l’efficacité de transfection.6 L’activité la 

plus importante est obtenue pour iBu-[TEG]7-[NH2]25 qui est le cotélomère ayant le plus 

grand nombre de fonctions amines pour le plus petit nombre d’unités TEG. 

Ces résultats sont en accord avec d’autres résultats précédemment observés dans la 

littérature.7;8 Cette baisse de l’activité est liée à la diminution des interactions électrostatiques 

entre la charge des complexes, masquée par PEG, TEG ou THM, et les protéines anioniques 

de la cellule. Néanmoins, les (co)télomères obtenus présentent des efficacités de transfection 

et des niveaux de viabilité cellulaire intéressants qui font de ces composés des candidats 

potentiels pour des applications in vivo. 

Quant au remplacement de la chaîne éthylamine (PEG2000-[NH2]n) par une chaîne 

diméthyle-propylamine (PEG2000-[CH2NMe2]m), celui-ci diminue radicalement l’efficacité 

de transfection. Ces résultats sont à mettre en perspective avec ceux obtenus au laboratoire et 

qui concernaient l’effet du remplacement de la chaîne éthylamine par une chaîne diméthyle-

éthylamine. Ce remplacement n’avait pas d’impact sur l’efficacité de transfection1. La forte 

diminution des niveaux de transfection observée avec PEG2000-[CH2NMe2]m, est donc liée 

au passage d’une chaîne éthylène à propylène qui entraîne une augmentation des pKa des 

fonctions amines, ce qui a pour conséquence une diminution du pouvoir tampon à pH 5-7, les 

polyplexes restant probablement piégés dans les endosomes. 
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V Conclusion 
 

Cette étude suggère que parmi les (co)télomères synthétisés et évalués, les télomères 

iBu-[NH2]75 et PEG2000-[NH2]n sont des candidats prometteurs pour des expériences de 

transfert de gènes. De plus, ces résultats in vitro ne présagent pas de leurs comportements in 

vivo qui restent à être étudié. Par ailleurs, la facilité d’obtention de ces (co)télomères 

permettra de leur adjoindre d’autres fonctionnalités, comme par exemple des ligands de 

ciblage, pour améliorer leur tropisme vers des tissus et cellules cibles. 

 - 81 -



 

 
 

Références bibliographiques 
 
 1.  Van Craynest, N.; Santaella, C.; Boussif, O.; and Vierling, P. Polycationic telomers 

and cotelomers for gene transfer: synthesis and evaluation of their an vitro transfection 
efficiency. Bioconjug. Chem. 2002, 13, 59-75. 

 2.  Verderone, G.; Van Craynest, N.; Boussif, O.; Santaella, C.; Bischoff, R.; Kolbe, H. 
V.; and Vierling, P. Lipopolycationic telomers for gene transfer: synthesis and 
evaluation of their in vitro transfection efficiency. J. Med. Chem. 2000, 43, 1367-
1379. 

 3.  Pucci, B.; Guy, E.; Vial-Reveillon, F.; and Pavia, A. A. Télomères et cotélomères 
d'intêret biologique et biomédical--I. étude de la télomérisation radicalaire de 
monomères type acryloylpeptides. European Polymer Journal 1988, 24, 1077-1086. 

 4.  Gaucheron, J.; Santaella, C.; and Vierling, P. Highly fluorinated lipospermines for 
gene transfer: synthesis and evaluation of their in vitro transfection efficiency. 
Bioconjug. Chem. 2001, 12, 114-128. 

 5.  Mislick, K. A. and Baldeschwieler, J. D. Evidence for the role of proteoglycans in 
cation-mediated gene transfer. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 1996, 93, 12349-12354. 

 6.  van de, W. P.; Schuurmans-Nieuwenbroek, N. M.; van Steenbergen, M. J.; 
Crommelin, D. J.; and Hennink, W. E. Copolymers of 2-(dimethylamino)ethyl 
methacrylate with ethoxytriethylene glycol methacrylate or N-vinyl-pyrrolidone as 
gene transfer agents. J. Control Release 2000, 64, 193-203. 

 7.  Ogris, M.; Brunner, S.; Schuller, S.; Kircheis, R.; and Wagner, E. PEGylated 
DNA/transferrin-PEI complexes: reduced interaction with blood components, 
extended circulation in blood and potential for systemic gene delivery. Gene Ther. 
1999, 6, 595-605. 

 8.  Choi, J. H.; Choi, J. S.; Suh, H.; and Park, J. S. Effect of poly(ethylene glycol) 
grafting on polyethylenimine as a gene transfer vector in vitro. Bulletin of the Korean 
Chemical Society 2001, 22, 46-52. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 VI Publication 
 

 - 82 -



 

 - 83 -



 

 - 84 -



 

 - 85 -



 

 - 86 -



 

 - 87 -



 

 - 88 -



 

 - 89 -



 

 - 90 -



 

 - 91 -



 

 - 92 -



 

 

 

 

PARTIE III 

CONJUGUES D’AMD3100 EN TANT QUE 

COMPOSANTS POUR LA FORMULATION DE 

SYSTEMES SPECIFIQUES DE TRANSFERT DE 

GENES 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 - 93 -



I Introduction 
 

Améliorer le ciblage spécifique des vecteurs non viraux est un des challenges du 

transfert de gène. Comme il a été décrit précédemment, les vecteurs synthétiques cationiques 

non modifiés interagissent avec les cellules de façon électrostatique et non-spécifique. Ce 

mode d’interaction est particulièrement efficace in vitro avec les lipoplexes et polyplexes, 

mais dans les fluides biologiques les fortes densités de charge cationiques sont synonymes 

d’opsonisation et d’agrégation avec les constituants sanguins, et in fine d’une élimination 

rapide du vecteur et du transgène de la circulation sanguine. Une des possibilité pour atténuer 

ces phénomènes est de formuler des complexes proches de la neutralité avec des vecteurs 

présentant des résidus de ciblage afin d’améliorer la transfection spécifique d’un type 

cellulaire visé. En outre, l’élaboration de complexes capables d’atteindre spécifiquement les 

cellules cibles permettrait de diminuer la dose administrée en évitant ainsi les interactions 

“ parasites ” avec d’autres constituants. 

Cependant, la mise au point de systèmes spécifiques de transfert de gènes implique 

une connaissance des récepteurs cellulaires ainsi que de leurs fonctionnements. S’il existe, 

comme il a été explicité dans le chapitre bibliographique, une multitude de récepteurs 

cellulaires potentiels, ceux-ci sont aussi et souvent exprimés par les cellules saines. Par 

ailleurs, l’éventail de ligands hautement spécifiques de ces récepteurs et ayant une faible 

masse moléculaire est extrêmement restreint. 

Dans notre contribution pour améliorer le ciblage des vecteurs synthétiques, nous nous 

sommes intéressés à la transfection spécifique de cellules qui expriment le récepteur CXCR4 

par des complexes de l’ADN conjugués à l’AMD3100 qui est un antagoniste puissant et 

sélectif du récepteur CXCR4. Les CXCR4 sont des récepteurs à chimiokines bien connus 

dans l’infection des lymphocytes T par les souches VIH-1 X4. Les études réalisées sur le 

mécanisme d’infection par le VIH-1 X4 ont permis de mettre en évidence l’activité 

antagoniste de petites molécules non peptidiques comme l’AMD-3100.1 D’autre part CXCR4 

est aussi exprimé sur les métastases du cancer du sein et sur les cellules des glioblastomes 

(GBM)2 qui, parmi les cancers du cerveau, sont le stade ultime des cancers de la glie 

(astrocytes, oligodendrocytes, etc…). La durée de vie des patients atteints d’un GBM 

n’excède pas 36 mois et ces cancers dont les traitements actuels reposent sur l’ablation 

stéréotaxique et le traitement chimiothérapique ont la particularité de ne développer aucune 

métastase. Mais, malgré l’ablation chirurgicale, les quelques cellules malignes encore 

présentes entraînent une récidive fatale dans la majorité des cas.  
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L’ensemble des vecteurs synthétisés au laboratoire ou disponibles commercialement nous a 

permis de choisir différentes structures moléculaires de vecteurs (lipidiques ou polymériques) 

qui allaient nous servir pour élaborer des lipoplexes et polyplexes ciblés et ainsi évaluer 

l’impact du ligand AMD3100 pour réaliser nos objectifs.  

Notre choix s’est fixé sur les structures présentées dans le schéma 1 qui sont :  

- un conjugué lipidique (i.e. DC18-[NH]-[AMD]) que l’on peut obtenir à partir du 

ligand BOC-AMD-(CH2)4COOH dérivé de l’AMD3100 ; ce conjugué nous 

permettra de formuler des lipoplexes ciblés avec des lipides (poly)cationiques 

conventionnels (DOGS/DOPE ou DOTAP/DOPE) ou des lipotélomères 

polycationiques obtenus au laboratoire (DC18-[NH2]20) ;3 

- des structures polymériques, dérivées de PEI 25 kDa commercial (i.e. PEI-

[AMD]n) ou du télomère iBu-[NH2]95 disponible au laboratoire (i.e. iBu-

[NH2]n[AMD]m),4 conjuguées au même ligand Boc-AMD-(CH2)4COOH ; ces 

conjugués nous permettront de formuler directement des polyplexes ciblés.  

 

Schéma 1 : conjugués de l’AMD3100 
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Ces travaux ont fait l’objet de la publication “ AMD3100 conjugates as components 

of targeted non-viral gene delivery systems: synthesis and in vitro transfection efficiency 

of CXCR4-expressing cells ” par Bertrand Le Bon, Nathalie Van Craynest, Jean-Michel 

Daoudi, Christophe Di Giorgio, Abraham J. Domb, and Pierre Vierling. Cette publication a 

été soumise à Bionconjugate Chemistry. Les résultats les plus significatifs de cette publication 

seront résumés ci-après, la publication dans sa totalité figurant à la page 106 de ce mémoire. 

Cependant, nous développerons certains points qui n’ont pas pu être décrits ou approfondis 

dans cette publication. 

 

Dans cette publication, nous décrivons la synthèse et la caractérisation de ces divers 

conjugués lipidiques et polymériques, la formulation et la caractérisation des lipoplexes et 

polyplexes ciblés et leur aptitude à délivrer un gène spécifiquement dans des cellules qui 

expriment CXCR4. Ces tests de transfection ont été réalisés avec 

- des lignées cellulaires adhérentes de carcinome pulmonaire humain (A549) et des 

lignées de glioblastome humain (T98G), qui n’expriment pas le récepteur CXCR4, 

l’objectif de ces tests étant de cerner les conditions qui permettent de minimiser 

une transfection non-spécifique qui fait intervenir les interactions électrostatiques 

entre ces complexes ciblés et les protéines anioniques exprimées à la surface 

cellulaire ; 

- la lignée Jurkat dérivant d’un lymphome humain qui exprime CXCR4. Ces cellules 

sont par ailleurs cultivées en suspension, ce qui permet de minimiser une 

transfection non-spécifique et de faciliter la mise en évidence d’une transfection 

“ récepteur-médiée ”, ces cellules étant très difficiles à transfecter de manière non-

spécifique. 

Tous ces tests ont été réalisés en l’absence et en présence de  

- AMD3100 libre pour (i) saturer les récepteurs CXCR4 et ainsi mettre en évidence 

la transfection par la voie endocytose récepteur-médiée et (ii) mesurer l’impact de 

ce composé polycationique sur une transfection non spécifique de cellules CXCR4 

(-) ou par des complexes non-ciblés.  

- acétate et myristate de phorbol (PMA dans la publication, schéma 2) qui facilite la 

transfection de cellules cultivées en suspension ; ce dérivé initie l’endocytose des 

récepteurs exprimés à leur surface, y compris celle du récepteur CXCR4 lorsqu’il 

est lié au ligand AMD3100.5;6    
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Les tableaux, schémas et figures cités ci-après sont ceux de la publication. Ma 

participation à cette publication concerne la synthèse du ligand et de l’AMD3100 libre ainsi 

que la synthèse et la caractérisation des conjugués avec le PEI et le télomère iBu-[NH]95, la 

formulation et la caractérisation des polyplexes et les tests de transfection réalisés avec ces 

polyplexes sur les cellules cultivées en suspension ainsi que l’analyse statistique des résultats 

sur l’ensemble des tests réalisés avec les lipoplexes et polyplexes. Ces travaux ont fait l’objet 

d’un partenariat avec l’équipe du Pr. A.J. Domb (Université de Jérusalem, Israël) et ont 

bénéficié d’un soutien financier de l’AFIRST (Association Franco-Israélienne de la 

Recherche Scientifique et Technologique). Je tiens à remercier le Docteur N. Taylor (UMR-

CNRS 5535, IGMM, Montpellier) qui a montré par FACS l’expression des récepteurs 

CXCR4 sur les cellules Jurkat et leur non-expression sur les cellules A549 et T98G. 
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Schéma 2 : phorbol 12-myristate 13-acetate 
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II Synthèse 
 

La condensation de l’AMD3100 sur le lipide DC18-[NH2], sur le télomère iBu-

[NH2]95 ou sur le PEI 25 kDa a été réalisée à partir du dérivé acide protégé BOC-AMD-

(CH2)4-COOH synthétisé au laboratoire (figure 2 et 1 page 133) en deux étapes. La première 

étape consiste en une activation in situ de la fonction acide (BOP/NEt3, EDC/NHS ou HOBt) 

qui est suivie de la condensation sur la(les) fonction(s) amine(s) du lipide ou des polymères. 

La seconde étape est constituée par la déprotection des fonctions amines de l’AMD3100 avec 

un excès de TFA/CH2Cl2 (1/1). 

 

En ce qui concerne les réactions avec les polymères iBu-[NH2]95 et PEI qui possèdent 

respectivement un nombre moyen de 95 et 145 fonctions amines primaires, la condensation a 

été réalisée avec un équivalent de ligand pour 10 équivalents amines de iBu-[NH2]95 et PEI, 

ou pour 30 équivalents amines de PEI. Les composés protégés obtenus sont ensuite purifiés 

par chromatographie sur gel d’exclusion stérique LH-20 ou LH-60.  

 

Le nombre moyen de ligands greffés et de résidus NH2 libres des composés iBu-

[NH2]80-[AMD]4 et PEI-[AMD]p (p = 17, 28) a été déterminé par RMN 1H en comparant les 

intégrations des signaux correspondant aux protons aromatiques et BOC de la partie AMD 

avec, respectivement, les intégrations des signaux correspondant aux (i) protons méthyles du 

groupe diisobutyl et aux autres protons du squelette du télomère, et (ii) aux protons 

méthylènes du PEI. La déprotection quantitative des fonctions amines est confirmée par RMN 
1H (disparition des signaux correspondant aux protons BOC). 
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III Formulation et caractérisation 
 

Les lipoplexes de contrôle et ciblés ont été préparés respectivement à partir des 

formulations cationiques DOGS/DOPE (1/1 mol.), DOTAP/DOPE (1/1 mol.) et DC18-

[NH2]20 en absence et en présence de 10 ou 20% de DC18-[NH]-[AMD]. Les polyplexes de 

contrôle et ciblés ont été préparés respectivement à partir de iBu-[NH2]95, de PEI, de iBu-

[NH2]80-[AMD]4 et de PEI-[AMD]p (p =17, 28). Par ailleurs, il est à noter que l’AMD3100 

seul complexe les plasmides. Tous ces complexes ciblés et de contrôle ont été préparés en 

utilisant divers rapports de charge (de 0,8 à 10) et deux plasmides codant pour la luciférase 

(pTG11236 cf ; page 77 et pTG11033 figure 1). 

 

 

Figure 1 : structure du plasmide pTG11033 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les procédures qui ont été appliquées pour la préparation des lipoplexes et polyplexes 

sont des protocoles standards qui consistent à mélanger une dispersion du mélange des lipides 

(généralement des liposomes) ou une solution des polymères avec la solution d’ADN pour 

obtenir une dispersion de complexes à une concentration de 0,1 mg/mL en ADN. 
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 L’analyse de la taille des lipoplexes ciblés et de référence révèle que la présence de 10 

ou 20% du conjugué lipidique DC18-[NH]-[AMD] n’influe pas sur le diamètre moyen des 

lipoplexes (90 à 250 nm). Des résultats similaires sont obtenus dans le cas des polyplexes 

ciblés ou non (respectivement, 115-300 nm et 90-250 nm ; cf. tableau 1 de la publication page 

132). Par ailleurs, de nombreuses formulations ciblés ne précipitent pas à des rapports N/P 2,5 

ou 0,8 contrairement aux lipoplexes ou polyplexes conventionnels. 

 

L’analyse par électrophorèse sur gel d’agarose des diverses formulations obtenues à 

partir des lipides et polymères, ciblés ou conventionnels, et de l’AMD3100 montre que 

l’ADN est complexé (Figures 2 et 3). Par ailleurs, on peut noter que l’ADN n’est pas 

accessible au bromure d’éthidium pour des rapports N/P ≥ 2,5, alors qu’il l’est pour les 

rapports N/P 1,25 et 0,8. De plus, les tests réalisés en présence de SDS montrent que, pour des 

N/P ≥ 2,5, la stabilité des complexes avec l’AMD3100 et des polyplexes est supérieure à celle 

des lipoplexes. En effet, pour les premiers (figure 2) on peut observer la présence d’ADN 

partiellement complexé alors que pour les seconds (figure 3), l’ADN est totalement 

décomplexé.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 2 : électrophorèse sur gel des polyplexes ciblés et de contrôle 

avec SDS 
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Figure 3 : électrophorèse sur gel des lipoplexes ciblés et de contrôle 
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IV Transfection in vitro 
 

Rappelons que ces tests avaient pour objectifs de démontrer que les lipoplexes ou 

polyplexes formulés avec des conjugués de l’AMD3100 étaient capables de délivrer 

spécifiquement des gènes dans des cellules qui expriment le récepteur CXCR4. Néanmoins 

pour mettre en évidence ce phénomène sans ambiguïté, il était avant tout essentiel de préciser 

les conditions dans lesquelles ces formulations ciblées transfectaient des cellules par la voie 

non-spécifique. C’est pour cette raison que nous avons examiné la transfection de cellules 

témoins A549 et T98G CXCR4(-) avant d’aborder celle des cellules Jurkat CXCR4(+). 

 - 100 -



 

 IV-1 Transfection non-spécifique cas des cellules CXCR4(-) 
 

Les lipoplexes ciblés, les lipoplexes de référence ainsi que les polyplexes de références 

(PEI, DC18-[NH2]20 et AMD3100) utilisés pour ces tests sont ceux décrits précédemment. Ils 

ont été évalués en présence ou non d’AMD3100 pour mesurer l’impact de la présence dans le 

milieu de cette molécule polycationique sur la transfection non-spécifique par les lipoplexes 

et polyplexes.  

Les résultats “ bruts ” obtenus pour une quantité d’ADN de 1 µg/puits sont présentés 

figure 3 page 134, L’analyse statistique présentée figure 4 page 135 prend en compte 

l’ensemble des données qui ont été obtenues pour des quantité d’ADN de 0.5 et 1 µg/puits. 

 Cette analyse montre que : 

- les lipoplexes conjugués à l’AMD3100 sont des systèmes de transfert de gènes, 

non-spécifiques, très efficaces des cellules A549 et T98G qui n’expriment pas le 

récepteur CXCR4 ; 

- la présence du conjugué lipidique n’a pas d’impact ni sur la transfection de ces 

cellules (figure 4A et 4B page 135) ni sur leur viabilité (figure 4G et 4H page 135); 

- l’augmentation du rapport N/P des lipoplexes se traduit par une augmentation de 

leur efficacité de transfection (figure 4C et 4D page 135), ce qui est en faveur d’un 

mécanisme de transfection non spécifique qui fait intervenir les protéines 

anioniques exprimées à la surface de ces cellules adhérentes. 

- les complexes formés entre le plasmide et l’AMD3100 ne transfectent pas les 

cellules A549 et T98G ; 

- la présence d’AMD3100 libre (figure 4E et 4F page 135) n’influe pas sur la 

transfection non spécifique sauf dans le cas des cellules A549 avec les 

formulations DOTAP/DOPE/DC18-[NH]-[AMD] (figure 4F page 135). Dans cette 

situation, la présence de l’AMD libre améliore surtout la transfection avec les 

particules “ négatives ” (N/P 0,8) (figure 4 ci-dessous). Ces résultats peuvent être 

attribués au recouvrement de ces particules “ négatives ” par l’AMD3100 

polycationique et à son fort pouvoir complexant de l’ADN qui est accessible dans 

ces particules comme nous l’avons montré plus haut. Ce fort pouvoir complexant 

de l’AMD3100 a davantage d’incidence sur les complexes formés avec les lipides 
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monocationiques (comme le DOTAP) qui sont plus facilement dissociés que ceux 

formés avec des lipides polycationiques comme le DOGS. 
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 Figure 4 : moyenne et intervalles significatifs à 95% de Tukey de la transformation 

logarithmique de l’expression de luciférase (fg luciférase/mg de protéines) pour 

DOTAP/DOPE/DC18-[NH]-AMD (1/1/0,1) sur les cellules A549 

 

 

 

 IV-2 Transfection spécifique cas des cellules CXCR4(+) 
 

Les résultats concernant la transfection et la viabilité cellulaire des cellules Jurkat 

CXCR4(+) par les polyplexes conjugués à l’AMD3100 et par les polyplexes contrôles sont 

présentés Figure 5 de la publication page 137. Les Figures 6A et 6B page 138 présentent leur 

analyse statistique. Ces tests ont été effectués sur les cellules Jurkat qui sont cultivées en 

suspension, en présence ou non d’AMD3100 et de PMA.  

 

Dans le but de minimiser la transfection par une voie non spécifique, les tests ont été 

réalisés avec les formulations ayant un rapport N/P 2,5 et uniquement avec les polyplexes. En 

effet, la faible stabilité des lipoplexes pour de tels rapports N/P par rapport à celle des 

complexes PEI/ADN, AMD3100/ADN ou iBu-[NH2]95, et les fortes interactions entre 

l’AMD3100 et l’ADN laissaient envisager que l’AMD3100 libre modifiait davantage 

l’intégrité des lipoplexes que celle des polyplexes. Par ailleurs, comme nous l’avons vu 

précédemment, la présence d’AMD3100 augmentait l’efficacité de transfection de certains 

lipoplexes par la voie non-spécifique. Il était donc à craindre que les résultats avec les 

lipoplexes soient difficilement interprétables. 
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En ce qui concerne les tests contrôles avec les polyplexes témoins non ciblés, nos 

résultats montrent que ces formulations pour des rapports N/P inférieurs à 2,5 ne transfectent 

pas les cellules Jurkat. Ces résultats laissent envisager que les bénéfices liés à une transfection 

spécifique par la voie récepteur-médiée pouvaient être mis en évidence pour des rapports N/P 

inférieurs à 2,5. Ces résultats confirment aussi la difficulté à transfecter des cellules cultivées 

en suspension qui expriment peu de protéines anioniques à leur surface. En effet, ces cellules 

ne sont transfectées que par les formulations très cationiques de rapport N/P 10 qui, par 

ailleurs, ne conduisent qu’à une expression du transgène modérée (Figure 5 et 7 de la 

publication page 137 et 139). 

 

Enfin, il est à souligner que l’AMD3100 libre n’est (i) ni capable d’induire une 

transfection spécifique en facilitant l’adsorption des polyplexes témoins sur les récepteurs 

CXCR4 des cellules Jurkat et leur internalisation, (ii) ni d’induire une transfection non 

spécifique en augmentant la charge cationique des polyplexes et donc leur fixation non-

spécifique sur les protéines anioniques de la membrane. En effet, la présence d’AMD3100 

libre n’affecte pas l’expression de la luciférase par les polyplexes non ciblés (figure 6A page 

138). 

 

En ce qui concerne les tests réalisés avec les polyplexes ciblés, aucune amélioration de 

l’expression du transgène par rapport à celle obtenue avec les polyplexes contrôles n’a été 

observée (figure 6 page 138). Ces résultats peuvent être liés à une inhibition de l’endocytose 

des récepteurs CXCR4 suite à leurs interactions avec les résidus AMD3100, comme cela a été 

montré dans le cas des cellules U87.1;6 Afin de confirmer ou d’infirmer cette hypothèse, nous 

avons effectué des tests en présence de PMA qui est connu pour déclencher l’endocytose des 

polyplexes fixés de manière non-spécifique à la surface cellulaire, et celle des récepteurs 

CXCR4 même en présence d’AMD3100.5;6 

 

Si nous observons une nette amélioration de l’expression du transgène en présence de 

PMA avec l’ensemble des polyplexes, cette amélioration est statistiquement plus importante 

avec les polyplexes ciblés, y compris les complexes AMD3100/ADN (facteur 6 à 12) qu’avec 

les polyplexes témoins (facteur 2 à 4) (Figure 6A, courbe PMA(+)/AMD(-) page 138). La 

plus forte augmentation est observée pour le conjugué iBu-[NH2]80-[AMD]4. Celle-ci, et de 
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façon surprenante, est encore plus importante (facteur 60) lorsque la transfection est réalisée 

en présence d’AMD3100. Que la transfection ne soit pas inhibée par la présence d’un excès 

d’AMD3100 libre, indique que l’AMD3100 participe activement dans les interactions entre 

les polyplexes et les récepteurs CXCR4. Ces résultats sont en faveur d’une adsorption 

spécifique des polyplexes conjugués à l’AMD3100 sur les récepteurs et d’une augmentation 

de l’internalisation récepteur-médiée des complexes ciblés déclenchée par le PMA. 

 

Il est toutefois important de noter que le PMA favorise aussi et de manière très 

importante l’internalisation non-spécifique des polyplexes témoins très cationiques. En effet, 

l’expression de la luciférase en présence de PMA et pour les formulations iBu-[NH2]95 et PEI 

de rapport N/P 10 est multipliée, respectivement, par un facteur 30 et 1000 (figure 7 page 

139). 

En ce qui concerne la viabilité cellulaire, ces augmentations de transfection en 

présence de PMA sont accompagnées par une  baisse de la viabilité cellulaire (figure 6B page 

138), en accord avec une internalisation plus importante des complexes par les cellules. 

 

V Conclusions 
 

 Nos résultats montrent que les polyplexes formulés avec les conjugués AMD3100 

constituent, sous certaines conditions, des systèmes spécifiques de transfert de gènes dans des 

cellules CXCR4(+). Ceci est plus particulièrement le cas pour des formulations N/P ≤ 2.5 

pour lesquelles les mécanismes de transfection non-spécifiques sont minimisés, et en présence 

de PMA qui déclenche l’endocytose des récepteurs CXCR4. Ces polymères conjugués à 

l’AMD3100 sont des vecteurs synthétiques prometteurs pour un transfert spécifique de gènes 

in vivo dans des cellules exprimant CXCR-4, hypothèse qui mériterait d’être examinée.  Bien 

que ces résultats soient encourageants, les efficacités de transfection et leur spécificité doivent 

être encore améliorées. Cette étude souligne aussi les difficultés à mettre en évidence et à 

obtenir une transfection spécifique et efficace avec des particules ciblés cationiques qui sont 

aussi capables d’interagir de manière non spécifique avec les cellules et en particulier les 

cellules adhérentes. 
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Abstract 

We describe the synthesis of a series of AMD3100-lipid and AMD3100-polycationic 

conjugates which were used as components of targeted lipoplexes (in conjunction with 

(poly)cationic lipids) and polyplexes, respectively, for mediating specific gene transfer into 

cells expressing CXCR4 which displays a high affinity for AMD3100. Transfection studies 

were investigated with suspension CXCR4(+) human lymphoma Jurkat cells and with 

adherent CXCR4(-) human glioblastoma T98G and human lung carcinoma A549 cells lines in 

order to evidence a receptor-mediated endocytosis pathway and to minimize non-specific 

transfection pathways. Altogether, our results show that polyplexes formulated with AMD-

labeled polymers constitute, under certain conditions, specific gene transfer systems into 

suspension CXCR4(+) Jurkat cells. This is more particularly the case when the non-specific 

transfection pathways are minimized (i.e. for N/P ≤ 2.5 AMD-labeled polyplexes) and in 
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presence of phorbol myristate acetate which triggers CXCR4 receptor endocytosis of the 

AMD-labeled polyplexes to a larger extend than of their respective non-labeled ones. 

Although encouraging, the transfection specificities and efficiencies obtained with these 

compounds should however be improved. This study also illustrates the difficulties to 

evidence and to obtain a specific and efficient gene transfer system with cationized ligand-

labeled DNA particles which provide also receptor-independent non-specific gene transfer to 

cells, and more particularly to adherent cells. 

 

 

INTRODUCTION 

The specific and efficient delivery of therapeutic genes into targeted cells such as 

cancer or virus-infected cells is one of the important goals in gene therapy. To increase DNA 

uptake by cells, viral and non-viral vehicles have been developed. In order to trigger receptor-

mediated gene delivery and to increase cell and tissue DNA uptake specificity, various cell 

targeting ligands (for a recent review see (1)), including RGD peptides (2), folate (3, 4), 

transferrin (5), saccharides (6, 7) or antibodies (7), were conjugated to the DNA vectors. As 

part of our contribution into this field, we elaborated novel AMD3100-lipid and polycationic 

conjugates as targeting components of non-viral DNA vectors (lipoplexes or polyplexes) for 

specific gene transfer into CXCR4(+) cells. AMD3100 (Figure 1) is one of the rare non-

peptidic and small synthetic molecules that binds with a high affinity and selectivity to 

CXCR4 thus blocking HIV entry into T-lymphocytes (8-12). The CXCR4 chemokine receptor 

is indeed the co-receptor used by HIV-1 X4 strains for infecting T-lymphocytes which are one 

of the predominant cell HIV reservoirs (13-15). CXCR4 plays an important role not only in 

HIV progression but also in chemotactic T-cell responses and in T-lymphocyte recruitment at 

sites of inflammation (16). CXCR4 has been recently described as one of the over-expressed 
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receptors on glioblastoma tumors (17-23). CXCR4 appears also to play a central role in breast 

carcinoma metastasis (24).  

In an effort to address a specific gene delivery towards CXCR4-expressing tumors and 

T-lymphocytes, we report herein on (i) the synthesis of the AMD3100-lipid and AMD3100-

polycationic conjugates (derivatives DC18-[NH]-[AMD], and PEI-[AMD]p or iBu[NH2]-80-

[AMD]4 in Figure 2, respectively), and (ii) our in vitro attempts to transfect Jurkat cells, a 

CXCR4(+) human cell line grown in suspension, via a receptor-mediated endocytosis 

pathway with AMD3100-labeled DNA complexes. However, cationized DNA particles can 

also provide receptor-independent gene transfer to cells owing to electrostatic interactions 

with anionic proteins which might be expressed on their cell surface (25, 26). Therefore, we 

also report on the ability of AMD3100-labeled lipoplexes and polyplexes to mediate, in vitro, 

a non-specific gene transfer into adherent CXCR4(-) A549 and T98G cells. Indeed, adherent 

cells are more easier to transfect non-specifically than cells grown in suspension. This is 

likely due to over-expression of anionic proteoglycans on the surface of adherent cells (25, 

26) and to sedimentation of the DNA complexes onto the adherent cell monolayer recovering 

the well bottom. This study was aimed at optimizing the conditions under which a specific 

gene transfer into suspension CXCR4(+) Jurkat cells could more likely be evidenced by 

minimizing the non-specific transfection pathways. The AMD3100-labeled lipoplexes and 

polyplexes were formulated with the DC18-[NH]-[AMD] conjugate and well-documented 

(poly)cationic lipids (i.e. DOTAP (27), DOGS (28), or DC18-[NH2]20 (29)), and with the 

AMD3100-labeled polycationic polymers shown in Figure 2, respectively. With the aim at 

demonstrating a specific receptor-mediated transfection process, all these assays were 

performed in the absence or presence of an excess of “free” AMD3100 as CXCR4 antagonist. 

These additional control experiments were also intended to highlight the effects of AMD3100 

(i) on the non-specific transfection of control CXCR4(-) cells with AMD3100-labeled DNA 
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complexes, and (ii) on the specific transfection of CXCR4(+) cells with control non-labeled 

DNA complexes. Indeed, AMD3100 is an octaamine that might coat onto the DNA 

complexes and/or adsorp onto the cells and, consequently, it can then take part in both these 

transfection processes. In the case of the CXCR4(+) Jurkat cells, transfection experiments 

were also performed in the absence or presence of phorbol myristate acetate (PMA) which 

was shown to enhance the transfection of these suspension cells (30) and to trigger CXCR4 

receptor endocytosis (31), even in presence of AMD3100 (32). 

 

MATERIALS AND METHODS 

General Experimental and Analytical Conditions. All the reactions were performed in 

anhydrous solvents under dry and oxygen-free nitrogen. The purifications by column 

chromatography were carried out using silica gel 60 (Merck, 70-230 mesh) and chloroform 

(CHCl3), dichloromethane (CH2Cl2), methanol (MeOH), or mixtures thereof as indicated. 

Purifications by exclusion gel chromatography were performed on Sephadex LH-20 or LH-60 

(Fluka, Amersham) in methanol. Advancing of the reactions was followed by thin-layer 

chromatography (TLC) on silica plates (SDS 60F254, 60/15µm). The following developing 

systems were used: UV light (254 nm); Draggendorff reagents (Sigma), ninhydrin (Sigma), 

H2SO4 and KMnO4. 

DOGS (dioctadecylamidoglycylspermin tetrafluoroacetate) (28), DC18-[NH2], DC18-

[NH2]20 (29), iBu-[NH2]95 (33), AMD3100 and Boc-AMD-(CH2)4COOH (see structure in 

Figure 2) (34) were prepared according to literature. DOTAP (1,2-dioleoyloxy-3-

(trimethylammonio)-propane iodide), DOPE (dioleylphosphatidyl-ethanolamine), DCC 

(dicyclohexyl-carbodiimide), NHS (N-hydrosuccinimide, Sigma), HOBt 

(hydroxybenzotriazole), EDC (N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide), NEt3 

(triethylamine), TFA (trifluoroacetic acid) were purchased from Sigma. BOP (benzotriazol-1-
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yloxy-tris(dimethylamino)-phosphonium hexafluorophosphate) came from Calbiochem. 

These chemicals were used without further purifications.  

1H, 13C and 19F NMR spectra were recorded on a Bruker AC-200 at 200, 50.3 and 

188.3 MHz, respectively. Chemical shifts (δ) were measured relative to CHCl3 (δ 7.27 ppm) 

or CH3OD (δ 3.35 ppm) for 1H, to CDCl3 (δ 76.9 ppm) for 13C and expressed indirectly in 

relation to TMS, and to CCl3F as internal reference for 19F. The following abbreviations are 

used to describe the signal multiplicities: s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quadruplet), and 

m (multiplet). The signals are listed as follows: δ in ppm (multiplicity, integration, coupling, 

and attribution). Melting points were measured on a Electrothermal Digital Series 9100 and 

were not corrected. Mass spectra (MS) were recorded on a Finnigan MAT TSQ 7000 

equipped with an atmospheric pressure ionisation (API) source. Electrospray ionisation mass 

spectrometry (ESI-MS) was used. This method used in positive mode can give either a (M + 

H)+ or a (M + Na)+ signal. 

 

Chemistry  

General Boc-deprotection procedure 

The N-Boc protected derivatives in 4 mL of anhydrous TFA:CH2Cl2 (1:1 v:v) were 

stirred for 1-5 h at 0°C then for a further 4 h period at room temperature until disappearance 

of the starting material (TLC and/or 1H NMR monitoring). The reaction mixture was then 

evaporated under reduced pressure, followed by several co-evaporation with a 

CH2Cl2:cyclohexane mixture (1:1 v:v), and the crude residue was purified by alumina column 

chromatography, size exclusion gel column chromatography, or directly lyophilised giving 

the desired derivatives as TFA salts. 

Synthesis of DC18-[NH]-AMD 
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To a solution of 28 mg (0.03 mmol) of DC18-[NH2], 36 mg (0.03 mmol) of Boc-

AMD-(CH2)4COOH and 10 µL (0.07 mmol) of NEt3 in 2 mL CH2Cl2 at 0°C, was added 16 

mg (0.03 mmol) of BOP. The solution was stirred during 4h at room temperature. After 

completion of the reaction followed by TLC, the organic phase was washed successively with 

NaHCO3 (5%), KHSO4 (5%), water and dried over Na2SO4. The solution was then filtered 

and concentrated under vacuum. The residue was further purified by silica gel column 

(CH2Cl2:MeOH, from 100:0 to 9:1: v/v as eluent) and LH-20 gel permeation chromatography 

(CH2Cl2) to give 44 mg (0.02 mmol 74%) of DC18-[NH]-AMD(Boc) as a white solid [TLC 

(CH2Cl2:MeOH, 9:1 v:v, ninhydrine): Rf = 0.6 ; 1H NMR (CDCl3): 0.85 (t, 6H, 3JHH = 6.5 Hz, 

CH3); 1.10-1.30 (m, 60H, (CH2)15); 1.30-2.00 (m, 61H, CH3(Boc), CH2CH2N and 

CH2CH2CO); 2.00-2.70 (m, 20H, CH2CO and CH2N); 2.70-2.90 (m, 4H, CH2S); 3.10-3.60 

(m, 28H, CH2NBoc and CH2Ph); 6.70-7.10 (m, 2H, NHCO); 7.15 (s, 4H, Ph); 13C NMR 

CDCl3): 14.2 (s, CH3); 22.7 (s, CH2CH3); 27.1 and 28.1 (s, CH2S); 28.4 and 28.5 (s, 

CH3(Boc)); 26.9, 27.1,27.8, 29.1, 29.4, 29.5 and 29.7 (s, (CH2)14); 31.9 (s, CH2CH2CH3); 33.3 

and 36.5 (s, CH2CO); 39.8 and 40.0 (s, CH2NH); 46.3 and 48.0 (s, CH2NCO); 45.0-49.0 and 

51.0-56.0 (m, CH2N et CH2NBoc); 59.4 (sl, CH2Ph); 79.5 and 79.7 (s, C(Boc)); 128.9 (sl, 

CH2Ph); 137.2 (sl, C(Ph)); 155.6 (s, CO(Boc)); 170.6 (s, CON); 172.3 and 174.1 (s, CONH); 

resonances for CH2CH2CH2CO and CH2CH2CH2N could not be detected]. The Boc-

deprotection procedure, when applied to 44 mg (0.02 mmol) DC18-[NH]-AMD(Boc), 

afforded, after purification by alumina column chromatography (eluent CH2Cl2:MeOH from 

100:0 to 50:50 v:v) and lyophilization, 21 mg (0.01 mmol, 39%) of DC18-[NH]-AMD as its 

octa-TFA salt (white solid). 

1H NMR (CDCl3): 0.85 (t, 6 H, 3JHH = 6.5 Hz, CH3); 1.10-1.40 (m, 60H, (CH2)15); 1.40-2.10 

(m, 16H, CH2CH2CH2N and CH2CH2CH2CO); 2.10-3.10 (m, 44H, CH2CO, CH2N and 

CH2S); 3.10-3.80 (m, 12H, CH2NHCO, CH2NCO and CH2Ph); 4.20-4.90 (m, 8H, NH); 7.31 
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(s, 4H, Ph); 7.65-8.10 (m, 2H, NHCO). 13C NMR (CDCl3): 14.2 (s, CH3); 22.7 (s, CH2CH3); 

23.9, 24.7, 24.9, 25.8, 26.6 and 27.3 (s, CH2CH2N and CH2CH2CH2CO); 27.1 and 28.1 (s, 

CH2S); 26.9, 27.4, 27.8, 29.1, 29.4, 29.5 and 29.7 (s, (CH2)14); 31.9 (s, CH2CH2CH3); 33.5 (s, 

CH2CO); 36.5 (sl, CH2CO); 39.4 and 39.8 (s, CH2NHCO); 46.2 and 48.0 (s, CH2NCO); 45.5, 

46.5, 46.6, 47.6, 48.4, 49.1, 49.5, 49.7, 50.4, 51.5, 51.9 and 52.5 (s, CH2N); 57.5 and 58.2 (s, 

CH2Ph); 129.6 (sl, CH(Ph)); 130.0 (s, CH(Ph)); 136.4, 136.5, 136.7 and 138.3 (s, C(Ph)); 

170.7 (s, CON); 171.9 and 172.1 (s, CONH); 174.1 and 174.5 (s, CONH). The CF3CO2 

resonances could not be located. The doubling of some signals is due to the restricted rotation 

of the amide bond. 19F NMR (CD3OD): -76.7 (CF3CO2
-). ESI-MS: m/2z = 655.5 and m/z 

=1309.2 in agreement with the mass calculated for [C77H149N11O3S + 2H+]/2 and 

[C77H149N11O3S + H+], respectively. 

Synthesis of iBu-[NH2]80-[AMD]4 

10 mg (9.0 µmol) of Boc-AMD-(CH2)4COOH, 4.0 mg (9.0 µmol) of BOP, 12.6 µL 

(90 µmol) of NEt3, and 10 mg (0.47 µmol) of iBu-[NH2]95 were dissolved in 4 mL of CH3CN 

at 0°C. The solution was stirred overnight at room temperature. The solution was 

concentrated under vacuum. The resulting residue was washed with Et2O and purified by gel 

permeation chromatography using a LH-20 column (MeOH) to give 6.0 mg (0.24 µmol) of 

compound iBu-[NH2]n-[AMD(Boc)]p with n = 80 and p = 4, as a white amorphous solid [1H 

NMR (CD3OD):0.74-0.90 (m, 12H, CH3, iBu); 1.00-2.80 [m, 539(= 3n+73p+7)H, CH2CH, 

CH2S, CH2CO, C(CH3)3, N(CH2)4CO, NCH2CH2CH2N, NCH2CH2N,]; 2.90-3.70 [m, 420(= 

4n+24p+4)H, CH2NH]; 7.26 (sl, 16(= 4p)H, Ph) in agreement with n = 80 and p = 4]. The 

Boc-deprotection procedure, when applied to 6.0 mg (0.24 µmol) of iBu-[NH2]80-

[AMD(Boc)]4, led after purification by LH-20 gel permeation chromatography (MeOH) and 

lyophilization to 5.9 mg (0.24 µmol) of iBu-[NH2]80-[AMD]4 as a white solid. 
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1H NMR (CD3OD): 0.70-0.90 (m, 12H, CH3 iBu); 1.10-2.80 [m, 359(= 3n+28p+7)H, CH2CH, 

CH2S, CH2CO, NCH2CH2CH2N, N(CH2)4CO, NCH2CH2N]; 2.85-3.70 [m, 420(= 

4n+24p+4)H, CH2NH2, CH2Ph]; 7.34 (m, 16(= 4p)H, CH-Ph) in agreement with n = 80 and p 

= 4. 19F NMR (CD3OD): -76.7 (CF3CO2
-). 

Synthesis of PEI-[AMD]p (p = 17, 28) conjugates 

21 mg (1.9 µmol) of Boc-AMD-(CH2)4COOH, 7.3 mg (38 µmol) of EDC and 7.7 mg 

(57 µmol) of HOBt were dissolved at 0°C in 4 mL CH3CN. The solution was stirred overnight 

at room temperature, then cooled to 0°C before 16.4 mg (0.65 µmol) of PEI (25 kDa) (resp. 

7.8 mg, 0.31 µmol) in 4 mL H2O (resp. 2 mL) were added. After disappearance of the 

activated acid (TLC monitoring), the solution was concentrated under vacuum. The residue 

was then purified by several LH-20 and LH-60 gel permeation chromatographies (MeOH) to 

give 18.2 mg of PEI-[AMD(Boc)]17 (resp. 9.3 mg of PEI-[AMD(Boc)]28) as a resin [1H 

NMR (CD3OD): 1.00-2.00 [m, 57pH, C(CH3)3, CH2CH2CH2N, NCH2(CH2)2CH2CON]; 2.00-

3.70 [m, (40p+2320)H, CH2-PEI, CH2CO, CH2N, CH2Ph]; 7.24-7.29 (m, 4pH, CH-Ph), in 

agreement with p = 17 (resp. p = 28)]. The general BOC-deprotection procedure, when 

applied to 18.2 mg of PEI-[AMD(Boc)]17 (resp. 9.3 mg of PEI-[AMD(Boc)]28), gave 33 mg 

of PEI-[AMD]17 (resp. 13 mg of PEI-[AMD]28) as a white powder. 1H NMR (D2O): 0.70-

2.70 [m, 12pH, NCH2CH2CH2, NCH2(CH2)2CH2CON]; 2.75-4.20 (m, (40p+2320)H, CH2-

PEI, CH2N, CH2CO, CH2Ph]; 7.30-7.40 (m, 4pH, CH-Ph) in agreement with p = 17 (resp. p = 

28). 19F NMR (CD3OD): -76.7 (CF3CO2
-). 

 

Preparation of the DNA complexes  

The lipoplexes and polyplexes were formulated with the luciferase encoding plasmid 

pTG11033 (pCMV-intronHMG-luciferase-SV40pA; 9572 bp) and pTG11236 (pCMV-

SV40pA, 5739 bp), respectively. These plasmids were produced by Transgène SA 
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(Strasbourg, France). The endotoxin content of the plasmid preparation was checked using a 

Limulus Amebocyte Lysat kit (Biogenic, Maurin, France). This value was below 1 endotoxin 

unit/mg of plasmid, hence below the 5 e.u./mg of DNA recommended for in vivo protocols.  

The lipoplexes were formulated from (poly)cationic lipids, CL (CL = DOGS, DOTAP or 

DC18-[NH2]20), with and/or without DOPE or DC18-[NH]-AMD. These lipids were 

dissolved in an appropriate solvent (CHCl3 and/or MeOH or EtOH) at a concentration of 10 

mg/mL. Adequate volumes of each of the desired lipid solution were mixed in order to obtain 

DOGS:DOPE:DC18-[NH]-AMD and DOTAP:DOPE:DC18-[NH]-AMD 1:1:x (x = 0 and 

0.1) mol, and DC18-[NH2]20:DC18-[NH]-AMD 1:x (x= 0, 0.1 and 0.2) mol solutions. Each 

solution was concentrated under vacuum and dispersed in a glucose solution (5%) in order to 

obtain a final concentration of 1 mg/mL with respect to CL. The preparations were stirred 

during 14 h and finally homogenised in an ultrasound bath (Branson B-30) for 5 min in order 

to obtain liposomal dispersions. The volumes of liposomal dispersion used to form lipoplexes 

were calculated according to the desired DNA concentration of 0.1 mg/ml, the N/P ratio, the 

molar weight and the number of potential positive charges in the selected CL (N represents 

the number of cationic amine equivalents brought by CL only; P represents the number of 

phosphate equivalents in DNA). The DNA complexes were formulated by adding a desired 

volume of liposomal preparation at a CL concentration of 1 mg/ml (in 5% glucose) to the 

desired volume of DNA solution to reach the desired DNA concentration of 0.1 mg/ml, as 

described in references (35, 36). This preparation was vortexed for 10 s and was used within 

24 hours for the particle size measurements and the in vitro transfection experiments. 

A similar procedure was used for the iBu-[NH2]95, iBu-[NH2]80-[AMD]4, PEI, or 

PEI-[AMD]p (p = 17 or 28) polyplexes (final DNA concentration of 0.1 mg/ml), except that 

they were formulated from solutions of the respective polymer in 5% glucose at a 

concentration of 10 mg/ml, as described in reference (36, 37).  
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Measurement of the sizes of the DNA complexes  

The average sizes were measured by photon correlation spectroscopy using a Coulter 

N4Plus particle size analyzer. The analyses were performed at 25°C, after equilibrating the 

sample at 25°C for 20 min. The sample was diluted with 5% glucose in the measurement tube 

and homogenized. These analyses were carried out on complexes having a 10 µg/ml 

concentration of DNA. Formulations and analyses were reproduced twice. 

Agarose gel electrophoresis 

Each sample (0.5 µg of plasmid) was analysed by electrophoresis for about 30 min 

under 75 V/cm, through a 0.8 % agarose gel in TAE 1 x (Tris-acetate-EDTA) buffer. The 

DNA was visualised in 400 ml TAE buffer containing 40 µl ethidium bromide (10 mg/ml, 

Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). The plasmid integrity in each sample (0.25 µg) was 

confirmed by electrophoresis after decomplexing the lipoplexes or polyplexes (10 µl of a 

plasmid 0.05 mg/ml) with sodium dodecyl sulfate, SDS (10 µl, 80 g/l). 

In vitro transfection  

Twenty-four hours before transfection, adherent A549 (epithelial cells derived from 

human pulmonary carcinoma), or T98G cells (neural cells derived from human glioblastoma, 

gift from Laboratoire de Neurobiologie Fondamentale et Clinique, Université de Nice-Sophia 

Antipolis, France) were grown in Dulbecco’s-Modified Eagle culture Medium (DMEM) 

(Invitrogen, Life Technologies, Cergy Pontoise, France) with 10% foetal calf serum, FCS 

(Sigma) in 96-well plates (2 x 104 cells per well), in a wet (37°C) and 5% CO2/95% air 

atmosphere. The medium was also containing 1% glutamine (200 mM, Sigma), 0.4% 

gentamicine (10 µg/ml, Sigma) for A549 cells, and 1% glutamine (200 mM, Sigma), 100 

u/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin (Sigma) for T98G cells. 10 µl and 5 µl of the 

above described lipoplex dispersion were diluted to 100 µl in DMEM supplemented with 10% 

FCS in order to obtain 1 and 0.5 µg of DNA per well, respectively. The resulting solutions 
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were then added to the cells after the culture medium has been removed. After 4 h and 24 h, 

50 µl and 100 µl of DMEM supplemented with 30 and 10% FCS were added, respectively. 

Forty-eight hours after transfection, the culture medium was discarded and the cells were 

washed with 100 µl of PBS and then lysed with 50 µl of lysis buffer (Promega, 

Charbonnières, France). The lysates were frozen at -32°C awaiting analysis of luciferase 

activity.  

A similar procedure was applied for the transfection of Jurkat cells (T lymphocytes 

from human leukemia, gift from Dr N. Taylor, UMR-CNRS 5535, IGMM, Montpellier, 

France). Twenty-four hours before transfection, Jurkat cells were grown in suspension in 

RPMI-1640 Glutamax IITM (Invitrogen, Life Technologies, Cergy Pontoise, France) 

containing 100 u/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin with 10% FCS in 96-well plates 

(1 x 105 cells per well). The 96-well plates were centrifuged (5 min., 500 rcf), the medium 

removed and replaced by 100 µl of RPMI-1640 supplemented with 10% FCS containing the 

desired amount of complexed DNA. After 4 h and 24 h, 50 µl and 100 µl of RPMI-1640 

supplemented with 30 and 10% FCS, respectively, were added. Forty-eight hours after 

transfection, the plates were centrifuged (5 min, 500 rcf) and the culture medium was 

removed, the cells were then lysed with 50 µl of lysis buffer (Promega, Charbonnières, 

France). The lysates were frozen at -32°C awaiting analysis of luciferase activity.  

For the transfection experiments of the A549 or T98G cells (resp. Jurkat cells) 

performed in presence of AMD3100, 30 min before addition of the DNA complexes, the 

medium was removed (resp. after centrifugation of the 96 well plates for 5 min. at 500 rcf) 

and replaced by 50 µL of AMD3100 solution (0.6 mg/mL; resp. 2 mg/mL) in DMEM (resp. 

RPMI-1640) containing 10% FCS. 50 µL of a solution containing the DNA complexes at a 

DNA concentration of 20 or 10 µg/mL were then added to the medium to reach a final 

volume of 100 µL and a DNA concentration of 1 or 0.5 µg per well. These solutions were 
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obtained by diluting to 100 µL, 20 or 10 µL of the above described stock DNA complexes at 

DNA concentration of 0.1 mg/mL with DMEM (resp. RPMI-1640) containing 10% FCS. 

For the transfection experiments of the Jurkat cells performed in presence of PMA 

(Phorbol-Myristate-Acetate, Sigma), three hours after addition of the above described DNA 

complexes to the cells, 1 µl of PMA solution (10 µg/mL in DMSO) was added to the medium 

in order to reach a final concentration of 100 ng/mL per well.  

Determination of luciferase expression The measurement was done for 10 s on 10 µl 

of the lysis mixture in a Berthold LB96P luminometer in dynamic mode, using the 

"Luciferase" determination system (Promega) in 96-well plates. The total protein 

concentration per well was determined using conventional techniques (BCA test, Pierce, 

Montluçon, France). For cells grown in the absence of DNA complexes, a well contains 30-50 

µg of proteins for the T98G and A549 cells, and 90-110 µg of proteins for the Jurkat cells. 

Each DNA formulation was prepared twice and each preparation was tested at least in 

triplicate. 

Statistical analyses.  

Statistical tests were performed with STATGRAPHICS Plus5.0® software. Analysis 

of variance (Anova) was run on the logarithmic transformation of luciferase expression levels 

(Log10(fg luciferase/mg protein)) or on cell viability percentages to fit normal distributions of 

the data. Up to five factors, i.e. component(s) of the lipoplex or polyplex formulation, DNA 

amount per well (0.5 and 1 µg per well), N/P ratio, presence or not of AMD3100, and 

presence or not of PMA, were analyzed as source of the variation of logarithmic 

transformation of the transfection levels, using a multiple comparison procedure. The Tukey’s 

honestly significant difference (HSD) method was used to discriminate among the means of 

the logarithmic transformation of luciferase expression levels. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

Synthesis.  

Conjugation of AMD3100 to the aminolipid DC18-[NH2] (29), telomer iBu-[NH2]95 

(33), or branched 25 kDa PEI was performed from the N-pentanoic N-Boc-protected 

AMD3100 derivative, Boc-AMD-(CH2)4COOH (34), using a conventional two step procedure 

(Figure 2). This procedure consisted into (i) the coupling of Boc-AMD-(CH2)4COOH with the 

amino derivative via BOP/NEt3, EDC/NHS or HOBt activation, followed by (ii) the Boc 

deprotection of the AMD moiety with an excess of TFA:CH2Cl2 (1:1).  

For the reactions involving the iBu-[NH2]95 and PEI polyamines which contain a 

mean of 95 and 145 primary amino functions, respectively, the conjugation was performed 

with one equivalent of Boc-AMD-(CH2)4COOH for 10 amino equivalents of iBu-[NH2]95 or 

PEI and for 30 amino equivalents of PEI. The resulting Boc-AMD conjugates were purified 

by exclusion gel chromatography (LH-20 or LH-60). The average numbers of grafted Boc-

AMD residues and of unsubstituted NH2 groups in (i) iBu-[NH2]80-[AMD(Boc)]4, and (ii) 

PEI-[AMD]p (p = 17 and 28) were determined by 1H NMR by comparing the integration of 

the aromatic and Boc protons with the integration (i) of the methyl (isobutyl) and all the other 

remaining protons, and (ii) of the methylene protons of PEI, respectively. The quantitative 

Boc-deprotection was confirmed by 1H NMR (absence of the resonances corresponding to the 

Boc protons).  

Formation and characterization of targeted DNA complexes. 

The non-targeted (control) and targeted lipoplexes were formulated from the cationic 

DOGS:DOPE (1:1 mol), DOTAP:DOPE (1:1 mol) or DC18-[NH2]20 formulations without 

and with 10 or 20 mol % of the DC18-[NH]-AMD conjugate, respectively. The control and 

targeted polyplexes were prepared from iBu-[NH2]95 or PEI and from the telomer iBu-

[NH2]80-[AMD]4 or PEI-[AMD]p (p = 17, 28) conjugates, respectively. In addition, DNA 
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complexes were also formulated with AMD3100 alone. All these targeted and control DNA 

complexes were further prepared using various N/P ratios (10, 5, 2.5, 1.25 and 0.8) where N is 

the number of amine equivalents of the DNA-condensing (poly)cationic lipid or polymer, and 

P the number of DNA phosphate equivalents. These studies were performed with luciferase 

encoding plasmids, also used for the in vitro transfection screening assays (see below). The 

procedure applied for the formulation of the DNA complexes relied on the dilution from 

CL:DOPE:DC18-[NH]-AMD (1:x:y mol with x = 0 or 1 and y = 0, 0.1 or 0.2) liposomal 

dispersions, or from iBu-[NH2]80-[AMD]4, PEI-[AMD]p (p = 17, 28), iBu-[NH2]95 or PEI 

solutions in 5% glucose. Their mean average sizes were measured by light scattering 

spectroscopy and are collected in Table 1. All the formulations were also analyzed by gel 

electrophoresis (data not shown) which indicated the presence of fully complexed (not 

accessible to ethidium bromide) plasmids for N/P ≥ 2.5 whereas accessible DNA was 

observed for N/P 1.25 and 0.8. It is noticeable that all the targeted and control lipid 

formulations and polymers as well as the octaamine AMD3100 alone were able to condense 

DNA into often small-sized particles (Table 1). Furthermore, gel electrophoresis assays 

performed in the presence of excess SDS showed that, with respect to dissociation, the 

DNA/AMD3100 complexes displayed a stability that is comparable and higher to that of the 

polyplexes and lipoplexes, respectively: indeed for N/P ≥ 2.5, the plasmid remained still 

partially complexed to AMD3100 or to any of the targeted and control polymers, while fully-

decomplexed plasmid was detected for any of the lipoplexes investigated here.  

It is worth noting that formulation of labeled lipoplexes with 10 or 20% mol of DC18-

[NH]-AMD conjugate had no effect on their mean particle sizes (Table 1). Indeed, for a given 

cationic lipid and N/P ratio, polydispersed preparations of particles in the 90-250 nm range or 

precipitates for a N/P ratio of 1.25 were measured, whether DC18-[NH]-AMD was added or 
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not. Similar results were obtained with the non-targeted and targeted polyplexes which 

display a mean size in the 115-300 and 90-250 nm range, respectively (Table 1).  

It should be further emphasized that several N/P 2.5, 1.25 and even 0.8 formulations 

do not precipitate while most often precipitates were formed with (poly)cationic lipids for N/P 

2.5 or 1.25 (35, 38, 39). These results are indeed worth being noted if in vivo uses of such 

formulations are contemplated.  

In vitro transfection  

 Our main objective was to demonstrate that targeted lipoplexes or polyplexes 

formulated with AMD3100 conjugates (used as targeting component in the lipoplexes or as 

condensing and targeting components in the polyplexes), were able to specifically deliver 

genes to cells expressing CXCR4 chemokine receptors. However, cationic DNA complexes 

provide also receptor-independent gene transfer to cells (and more particularly to adherent 

cells) which involves electrostatic interactions between the cationized-DNA particles and the 

anionic cell proteoglycans expressed on the cell surface (25, 26). It was therefore necessary to 

determine the conditions under which a non-specific gene transfer process into CXCR4(-) or 

CXCR4(+) cells can occur with the AMD-labeled lipoplexes and polyplexes.  

Aiming at these goals, the potential of the various above-described CL:DOPE:DC18-

[NH]-AMD (1:x:y mol with x = 0 or 1 and y = 0.1 or 0.2) lipoplexes and iBu-[NH2]80-

[AMD]4, PEI-[AMD]p polyplexes for mediating a non-specific and a specific transfection 

was screened in vitro on control adherent CXCR4(-) human lung carcinoma A549 and human 

glioblastoma T98G cells, and on suspension CXCR4(+) lymphoma Jurkat cells, respectively. 

The (non)-expression of CXCR4 on these three cell lines was attested by FACS analysis. To 

further minimize the non-specific transfection pathway, we selected the CXCR4(+) Jurkat 

cells which are grown in suspension and are therefore more difficult to transfect non 

specifically because they express much less anionic proteoglycans on their cell surface. 
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Control experiments were also realized with non-targeted CL:DOPE (1:x mol with x = 0 or 1) 

lipoplexes, iBu-[NH2]95 and PEI polyplexes, AMD3100/DNA complexes, and naked DNA. 

The transfection efficiency of these DNA complexes (expressed in femtograms (fg) of 

luciferase/mg of protein) was evaluated (i) in the absence or presence of AMD3100 (1 

mg/well) for the reasons stated in the introduction section, (ii) for a N/P ratio of 0.8, 1.25, 2.5, 

5 and/or 10, (iii) for a DNA dose of 0.5 and 1 µg/well, and (iii) in the presence of 10% serum. 

The cell viability of the DNA complexes was also checked by determining the total protein 

amount per well of the transfected cells relatively to that measured for untreated cells. 

Transfection of CXCR4(-) A549 and T98G cells. The results concerning the transfection 

and cell viability of the control CXCR4(-) A549 and T98G cells with the lipoplexes, and their 

statistical analyses are illustrated in Figure 3 and 4, respectively. As comparable levels of 

luciferase were obtained in most cases with a DNA dose of 0.5 and 1 µg/well (analysis not 

shown), only the data for a DNA dose of 1 µg/well are presented in Figure 3. However, the 

data obtained for both DNA doses were taken for the statistical analyses.  

Both cell lines gave very similar results. Indeed, the highest levels of luciferase were 

obtained with the DOTAP:DOPE lipoplexes and the N/P 10 PEI polyplexes (Figure 4A and 

4B). More importantly, the statistical analysis of the transfection data indicated that labeled 

lipoplexes, whether formulated with DOGS:DOPE, DOTAP:DOPE or DC18-[NH2]20, and 10 

or 20 mol % of DC18-[NH]-AMD, do allow DNA transfection with an efficiency comparable 

with that of their respective non-labeled formulation (see abscissas b, d and g(h) as compared 

to abscissas a, c, and f, respectively in Figure 4A and 4B, and curves g, h as compared to 

curve f, in Figure 4C and 4D). Furthermore, transfection of the labeled lipoplexes increased 

with increasing their N/P ratio, as illustrated in Figure 4C and 4D. It should be noted that 

lipoplexes formulated with DC18-[NH]-AMD alone, but for a N/P ratio of 10 only, were able 

to transfect significantly T98G cells (curve e in Figure 4C). All these observations together 
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led us to foresee a non-specific endocytosis mechanism proceeding by electrostatic 

interactions between the cationic (un)labeled lipoplexes and the proteoglycans expressed at 

the cell membrane of these adherent cells. It is also noticeable that no significant in(de)crease 

of cell viability could be detected when DC18-[NH]-AMD conjugate was used as lipoplex 

component (see abscissas b, d and g(h) as compared to abscissas a, c, and f, respectively in 

Figure 4G and 4H). 

It should further be emphasized that the various DNA complexes obtained from 

AMD3100 alone, whatever their N/P ratio, were unable to transfect the A549 or T98G cells. 

For these formulations,  the level of luciferase expression was indeed close to those measured 

for naked DNA (Figure 3).  

To highlight the effects of AMD3100 on non-specific-mediated transfection with the 

labeled and non-labeled lipoplexes (Figure 4E and 4F), control experiments were performed 

in presence of 30 µg of AMD3100 per well. This dose corresponds to a 30-fold (resp. 2000-

fold) molar excess over DC18-[NH]-AMD conjugate for the formulations that contain the 

highest (resp. lowest) number of AMD equivalents tested, i.e. N/P 10 lipoplexes containing 20 

mol % of DC18-[NH]-AMD and for a DNA dose of 1 µg per well (resp. N/P 0.8 formulations 

containing 10% mol of DC18-[NH]-AMD and for a DNA dose of 0.5 µg per well). The 

statistical analysis of our results showed likely that AMD3100 does not interfere with the non-

specific transfection process of these cells with any type of lipoplexes, excepting for the 

transfection of the A549 cells with DOTAP:DOPE:DC18-[NH]-AMD lipoplexes (abscissa d 

in Figure 4F). In this latter case, the presence of AMD3100 enhanced luciferase expression, 

and more particularly that with the “ negatively charged ” N/P 0.8 ones (analysis not shown). 

These results are likely attributable to the electrostatic coating of these “ negatively charged ” 

lipoplexes by polycationic AMD3100, and/or to the strong DNA complexing properties of 

AMD3100 which is accessible in these lipoplexes, as mentioned in the precedent section. The 
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DNA complexing properties of AMD3100 have in turn more incidence on lipoplexes that are 

formulated with monocationic lipids (i.e. DOTAP) than with polycationic lipids (i.e. DOGS). 

Transfection of CXCR4(+) Jurkat cells. The transfection and cell viability results obtained 

with the CXCR4(+) Jurkat cells, and their statistical analyses are illustrated in Figure 5 and 6, 

respectively. These experiments were run not only without and with AMD3100 (100 µg per 

well, which corresponds to 500 to 1000 equivalents for one AMD-ligand equivalent in the 

labeled DNA complexes) but also without and with PMA (100 ng per well) which is known to 

induce phorbol ester-receptor endocytosis of lipoplexes and polyplexes and to increase 

transgene expression in Jurkat cells (30). In order to minimize non-specific mediated 

transfection pathways, mostly formulations of N/P ratio ≤ 2.5 were investigated. Transfection 

experiments were further performed only with polyplexes. Indeed, agarose gel electrophoresis 

with and without SDS highlighted the much lower stability of the AMD-labeled lipoplexes as 

compared with that of the AMD3100/DNA, PEI/DNA or iBu-[NH2]95/DNA complexes. The 

strong interactions between polycationic AMD3100 and DNA were therefore expected to 

modify the integrity of the lipoplexes more drastically than that of the polyplexes. 

Furthermore, as AMD3100 was found to increase the non-specific transfection pathway for 

some lipoplex formulations, it was therefore expected that the assays run with the labeled 

lipoplexes and in presence of AMD3100, could not be interpreted unambiguously. As 

comparable luciferase levels were obtained for a DNA dose of 0.5 and 1 µg per well, only the 

data corresponding to a DNA dose of 1 µg per well are shown in Figure 5. However, the 

statistical analyses were performed with the data obtained for both DNA doses. 

The control non-labeled N/P ≤ 2.5 PEI and iBu-[NH2]95 polyplexes displayed a 

transfection efficiency that is comparable to naked DNA (Figure 5), indicating that an 

enhancement of transfection of the CXCR4(+) Jurkat cells through a CXCR4-receptor 

mediated endocytosis process could likely be detected for N/P ≤ 2.5 polyplexes. These results 
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confirmed also the difficulty of transfecting cells in suspension through a non-specific 

pathway (30, 40). Indeed, the Jurkat cells could be transfected only with the N/P 10 PEI 

formulation, although moderate levels of luciferase expression (104 fg per mg of protein) were 

obtained (Figure 5 and 7). 

When the transfection of the Jurkat cells with the non-labeled N/P ≤ 2.5 PEI or iBu-

[NH2]95 polyplexes was performed in presence of AMD3100, neither a decrease nor an 

increase of luciferase expression was detected (Figure 6). This was also the case for the N/P 

10 polyplexes (Figure 7). These data indicate that polycationic AMD3100 is not able to 

trigger transfection of the CXCR4(+) Jurkat cells with the non-labeled PEI or iBu-[NH2]95 

polyplexes neither (i) non-specifically by increasing the cationic charge of the polyplexes and 

consequently their non-specific binding through electrostatic interactions to anionic proteins 

expressed on the cell membrane surface, nor (ii) specifically by increasing their binding to 

CXCR4 leading to a receptor mediated endocytosis pathway.  

Where transfection of the Jurkat cells with the N/P ≤ 2.5 AMD-labeled polyplexes is 

concerned, no improvement of luciferase expression was obtained with any of the labeled 

polyplexes investigated as compared with that of their respective controls (abscissas c, and 

e(f) versus abscissas b and d, respectively in Figure 6). That no substantial increase of 

transfection through specific AMD-CXCR4 interactions was detected with any of these 

targeted formulations, could likely be attributed to the AMD inhibition of CXCR4-mediated 

endocytosis pathway. Indeed, recent research has demonstrated that the binding of AMD3100 

to CXCR-4 receptor in human astroglioma U87 cells inhibited endocytosis process of this 

receptor (32). In order to evaluate this hypothesis, we performed a series of transfection 

experiments in the presence of phorbol myristate acetate (PMA) which is known to trigger 

lipoplex and polyplex endocytosis of the Jurkat cells grown in suspension (30) and also to 

mediate CXCR4 receptor endocytosis (31), even in presence of AMD3100 (32). 
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Concerning the PMA-triggered transfection assays with the non-labeled N/P ≤ 2.5 PEI 

or iBu-[NH2]95 polyplexes, one observed a statistically significant 2- and 4-fold increase of 

luciferase expression, respectively (Figure 6A, curve PMA(+)/AMD(-)). Very interestingly, a 

significantly larger increase (6- to 12-fold) was obtained with the AMD-targeted polyplexes 

and even with AMD3100/DNA complexes (9-fold). Surprisingly, when these experiments 

were further run in presence of AMD3100 (curve PMA(+)/AMD(+) in Figure 6A), a 

statistically significant additional 5-fold increase of luciferase expression was measured for 

the iBu-[NH2]80-[AMD]4 polyplexes. This represents an overall 60-fold increase with respect 

to the luciferase level obtained without AMD3100 and PMA. That transfection with the 

AMD-labeled polyplexes in presence of PMA is not inhibited by AMD3100 indicates rather 

that AMD3100 may serve as a template between the polyplexes and CXCR4. The larger 

transfection improvements obtained with the AMD-labeled polyplexes as compared with their 

respective non-labeled polyplexes are likely attributable to a specific adsorption of the labeled 

AMD-polyplexes onto the CXCR4 (+) cells, as a result of AMD-CXCR4 interactions, and, 

consequently, to a higher receptor-mediated cellular uptake of the DNA complexes triggered 

by PMA. It should however be emphasized that PMA increases to a much larger extend the 

non-specific transfection of the Jurkat cells with the highly cationic N/P 10 PEI or iBu-

[NH2]95 polyplexes (Figure 7A). Indeed, a nearly 1000- or 30-fold increase of luciferase 

expression, respectively, was obtained when the assays were run in the presence of PMA.  

It is however worth noting that the transfection enhancements in presence of PMA 

were accompanied by a significant cell viability decrease (Figure 6B and 7B). Furthermore, 

the higher the transfection enhancement is, the lower is the cell viability. These observations 

are in agreement with a higher cellular uptake of the DNA complexes.  

Altogether, our results show that polyplexes formulated with AMD-labeled polymers 

constitute, under certain conditions, specific gene transfer systems into suspension CXCR4(+) 
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Jurkat cells. This is more particularly the case when the non-specific transfection pathways 

are minimized (i.e. for N/P ≤ 2.5 AMD-labeled polyplexes) and in presence of phorbol 

myristate acetate (PMA) which triggers CXCR4 receptor endocytosis of the AMD-labeled 

polyplexes to a larger extend than of their respective non-labeled ones. These targeted AMD-

polymers appear thus as promising synthetic vectors for specific in vivo gene delivery to 

CXCR4-expressing tumors. Although encouraging, the transfection efficiencies and 

specificities obtained with these compounds should however be improved. This study 

illustrates also the difficulties to evidence and to obtain a specific and efficient gene transfer 

system with cationized ligand-labeled DNA particles which provide also receptor-

independent non-specific gene transfer to cells, and more particularly to adherent cells. 
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Table 1. Mean sizes determined by light scattering spectroscopy of the lipoplexes and 
polyplexes formed between plasmid pTG11033 and lipids, and between plasmid pTG11236 
and polycationic polymers, respectively. 
 

Formulation 
Molar 

ratio 

N/P 

ratioa 

mean 

diameter in 

nm (SD) 
Formulation  N/P 

ratioa 
mean 

diameter in 
nm (SD) 

DOGS:DOPE: 1:1:0 5 115 (40) 

DC18-[NH]-AMD 1:1:0.1 5 ndb 

 1:1:0.2 5 120 (45) 

    

DOTAP:DOPE: 1:1:0 2.5 150 (50) 

DC18-[NH]-AMD 1:1:0.1 2.5 130 (50) 

 1:1:0.2 2.5 140 (50) 

 1:1:0 0.8 170 (50) 

 1:1:0.1 0.8 250 (75) 

 1:1:0.2 0.8 170 (50) 
    

DC18-[NH2]20: 1:0 10 nrc 

DC18-[NH]-AMD 1:0.1 10 nrc 

 1:0.2 10 nrc 

 1:0 5 100 (35) 

 1:0.1 5 110 (40) 

 1:0.2 5 110 (45) 

 1:0 2.5 100 (35) 

 1:0.1 2.5 90 (30) 

 1:0.2 2.5 95 (35) 

 1:0 1.25 pd 

 1:0.1 1.25 pd 

 1:0.2 1.25 pd 

 1:0 0.8 100 (35) 

 1:0.1 0.8 100 (30) 

 1:0.2 0.8 100 (35) 
    

    

AMD3100  10 nrc 

  5 95 (30) 

  2.5 140 (45) 

  2.5 pd 

  1.25 130 (45) 

  1.25 165 (le) 

  0.8 140 (50) 

  0.8 425 (le) 
    

iBu[NH2]95  2.5 115 (40) 

  1.25 pd 

  0.8 120 (45) 
    

iBu[NH2]80-[AMD]4  2.5 pd 

  1.25 180 (70) 

  0.8 150 (le) 
   

PEI (25 kDa)  2.5 pd 

  1.25 270 (70) 

  0.8 290 (le) 
    

PEI-[AMD]28  2.5 140 (le) 

  1.25 90 (le) 

  0.8 175 (25) 
    

PEI-[AMD]17  2.5 160 (10) 
  1.25 232 (le) 
  0.8 245 (20) 

 

 
a N = amine equivalents of the cationic lipid or polymer: P = plasmid phosphate equivalents. b 

nd = not determined. c nr = not reproducibe; d p = precipitate. e l = large. d with plasmid 
pTG11033 and in italics with plasmid pTG11236.  
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Figure 1 Chemical structure of AMD3100 (8). 
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Figure 2 Synthetic pathway to the lipid and polycationic AMD3100-conjugates. For R-NH2 = DC18-[NH2] : i) 

BOP/NEt3/CH2Cl2 ; for R-NH2 = iBu[NH2]95 : i) BOP/NEt3/CH3CN ; for R-NH2 = PEI : i) EDC/HOBt or 

DCC/NHS in CH3CN. 
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Figure 3. Luciferase expression (bars) and cell viability (triangles) of the pTG11033 complexes made with 

various lipid formulations [DOGS:DOPE:DC18-[NH]-AMD, DOTAP:DOPE:DC18-[NH]-AMD 1:1:x (x = 0 

and 0.1) mol, and DC18-[NH2]20:DC18-[NH]-AMD 1:x (x= 0, 0.1 and 0.2) mol], PEI or AMD3100 in T98G 

and A549 cells, and for a DNA dose of 1 µg per well. Transfection was performed in the presence of 10% fetal 

calf serum. Data represent the means±SEM from two independent experiments, each performed in triplicate (for 

more details, see Materials and Methods section). 
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Figure 4. Means and 95.0 percent Tukey HSD intervals of the logarithmic transformation of luciferase 

expression levels (Log10 (fg luciferase/mg protein)) (Panels A to F) and of cell viability percentages (Panels G 

and H) for the pTG11033 formulations of Figure 3 in T98G cells (left panels) and A549 cells (right panels). 

Panels A, B, G and H: irrespectively of the DNA dose (1 and 0.5 µg/well) and of the N/P ratio (0.8, 1.25 and 5 

for a and b ; 0.8 and 2.5 for c and d ; 0.8, 1.25, 2.5, 5 and 10 for e, f and g ; 10 for PEI). Panels C and D : 
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irrespectively of the DNA dose (1 and 0.5 µg/well) and as a function of the N/P ratio for the indicated 

formulations. Panels E and F : irrespectively of the DNA dose (1 and 0.5 µg/well) and of the N/P ratio (5 for a 

and b ; 0.8 and 2.5 for c and d ; 1.25 and 2.5 for f and g), and as a function of the presence of AMD3100 (30 µg 

per well) or not. Statistical tests were performed with STATGRAPHICS Plus5.0® software. This comparison 

was performed using the multiple sample comparison procedure and the method used to discriminate among the 

means of the logarithmic transformation of luciferase expression levels or of the cell viability percentages was 

the Tukey’s honestly significant difference (HSD) procedure. a: DOGS:DOPE (1:1) ; b: DOGS:DOPE:DC18-

[NH]-[AMD] (1:1:0.1) ; c: DOTAP:DOPE (1:1) ; d: DOTAP:DOPE (1:1) ; e : DC18-[NH]-[AMD] ; f : DC18-

[NH2]20 : g : DC18-[NH2]20:DC18-[NH]-[AMD] (1:0.1) ; h : DC18-[NH2]20:DC18-[NH]-[AMD] (1:0.2) ; i : 

PEI 
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Figure 5. Luciferase expression (bars) and cell viability (triangles) in suspension CXCR4(+) Jurkat cells of the 

pTG11236 complexes made with various AMD-labeled polycationic polymers [PEI-[AMD]p (p = 17, 28), 

iBu[NH2]80-[AMD]4], PEI, iBu[NH2]95, or AMD3100 and for a DNA dose of 1 µg per well. Transfection was 

performed in the presence of 10% fetal calf serum, without and with AMD3100 or PMA. Data represent the 

means±SEM from two independent experiments, each performed in triplicate (for more details, see Materials 

and Methods section). 
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Figure 6. Means and 95.0 percent Tukey HSD intervals of the logarithmic transformation of luciferase 

expression levels (Log10 (fg luciferase/mg protein)) (Panel A) and of cell viability percentages (Panel B) for the 

pTG11236 formulations of Figure 4 in Jurkat cells. Panels A and B: irrespectively of the DNA dose (1 and 0.5 

µg/well) and of the N/P ratio (0.8, 1.25 and 2.5 for a to f). Panel A, curve AMD(-): without AMD3100; curve 

AMD(+): with AMD3100 (100 µg per well); curve PMA(+)/AMD(-): with PMA (100 ng per well) and without 

AMD3100; curve PMA(+)/AMD(+): with PMA (100 ng per well) and AMD3100 (100 µg per well). Panel B: 

curves PMA(-) and PMA(+): without and with PMA, irrespectively of the presence or absence of AMD3100. a: 

AMD3100; b: iBu[NH2]95; c: iBu[NH2]80-[AMD]4; d: PEI; e: PEI-[AMD]17; f: PEI-[AMD]28. For more 

details concerning the statistical analyses, see caption of Figure 3.  
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Figure 7. Means and 95.0 percent Tukey HSD intervals of the logarithmic transformation of luciferase 

expression levels (Log10 (fg luciferase/mg protein)) (Panel A) and of cell viability percentages (Panel B) for the 

N/P 10 iBu[NH2]95 or PEI polyplexes made with plasmid pTG11236 in Jurkat cells with respect to the presence 

or absence of PMA (curves PMA(+) and PMA(-), respectively). Panels A and B: irrespectively of the DNA dose 

(1 and 0.5 µg/well) and of the presence or absence of AMD3100. For more details concerning the statistical 

analyses, see caption of Figure 3. 
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CONCLUSION GENERALE 
 
 

Le développement de la thérapie génique a connu un essor majeur ces dernières années 

grâce au décodage du génome humain qui va permettre de mieux connaître la cause des 

maladies et d’envisager comme médicaments potentiels une multitude de gènes. Néanmoins, 

le succès de la thérapie génique est synonyme d’une mise au point de vecteurs sûrs et 

efficaces qui devront être capables de véhiculer le gène jusqu’à la cellule cible et de le 

délivrer dans son noyau pour y être exprimé en protéines thérapeutiques. A ce jour, les 

nombreux vecteurs viraux et synthétiques (lipoplexes ou polyplexes) se heurtent in vivo à de 

multiples barrières physiologiques. C’est pourquoi les différents modes d’administration ainsi 

que le parcours que doivent suivre ces complexes, depuis leur site d’injection jusqu’au tissu et 

cellules cibles, sont des facteurs primordiaux à prendre en compte dans l’élaboration de 

systèmes de transfert de gènes. Il est acquis qu’il n’existe pas un système universel de 

transfert de gènes mais qu’il faut adapter et optimiser les caractéristiques physico-chimiques 

et biologiques du système vecteur à chaque indication thérapeutique envisagée. 

 

Le grand défi à relever réside néanmoins dans l’élaboration de systèmes vecteurs qui 

soient capables de délivrer le gène thérapeutique efficacement et spécifiquement dans les 

cellules cibles après une administration systémique dans la circulation sanguine. Dans un tel 

contexte, les paramètres physiques des complexes de transfection administrés par la voie 

systémique, comme la taille, la stabilité et la charge superficielle, déterminent pour une 

grande part leur biodistribution, leur toxicité et l’efficacité du transfert de gènes. Pour pouvoir 

franchir les nombreux obstacles qui jalonnent le parcours de ces particules in vivo (agrégation 

et opsonisation par les constituants sanguins les érythrocytes, phagocytose par les 

macrophages et capture par les organes filtres), il est nécessaire d’introduire des modifications 

qui permettront d’augmenter leur temps de circulation, leur passage au travers de barrières 

biologiques, et leur diffusion dans les tissus. Par ailleurs, pour une délivrance spécifique dans 

les tissus et cellules cibles, ces particules devront être protégées des interactions non-

spécifiques non seulement avec les constituants sanguins et de la matrice extracellulaire mais 

aussi avec les cellules non-ciblées.  

C’est dans ce contexte que s’inscrivent les deux projets qui font l’objet de cette thèse. 

L’un concerne le développement de formulations dites “ furtives ” pour améliorer leur 
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biodisponibilité dans les applications in vivo, l’autre, des formulations “ ciblées ” pour réaliser 

une délivrance efficace et spécifique de gènes thérapeutiques dans des cellules cibles. 

 

Le premier projet a visé l’élaboration de cotélomères de type “ diblock ” (PEG2000-

[NH2]n ; PEG2000-[CH2NMe2]n) et “ random ” (iBu-[TEG]m-[NH2]n et iBu-[THM]m-

[NH2]n) qui sont obtenus par des réactions de (co)télomérisation. Le design des cotélomères 

“ diblock ” comporte une partie polyaminée (pour l’interaction et la complexation de l’ADN) 

de degré de télomérisation variable mais contrôlé, et une partie hydrophile de type 

polyéthylène glycol (pour le masquage de la surface des particules cationiques formées). Pour 

les mêmes raisons, le design des cotélomères “ random ” est basé sur une combinaison 

aléatoire d’unités aminés et d’unités hydrophiles (tétraéthylène glycol et trishydroxyméthyl). 

La simplicité de mise en œuvre des réactions et la large palette de monomères polymérisables 

disponibles a permis ces variations structurales et ainsi d’obtenir une palette de composés 

polycationiques aux structures très diverses.  

Ces deux séries de cotélomères polycationiques ont été évaluées en tant que vecteurs 

de gènes sur une lignée cellulaire adhérente de carcinome pulmonaire humain A549. La 

diminution de l’expression du transgène observée avec les polyplexes formulés avec ces 

cotélomères, liée au masquage de la charge des particules par la présence de polymères 

hydrophiles, est en accord avec les comportements d’autres systèmes synthétiques “ furtifs ” 

décrits dans la littérature. Toutefois, les polyplexes “ furtifs ” formulés avec les (co)télomères 

“ diblock ” PEG2000-[NH2]n, à condition que le nombre d’unités aminés soit important (n = 

190), ont conduit à une expression du transgène comparable à celles obtenues avec des 

formulations lipidiques références (pcTG90/DOPE) qui comptent parmi les formulations les 

plus efficaces pour transfecter les cellules A549. Ces formulations “ furtives ” sont aussi 

moins toxiques que les formulations lipidiques références, ce qui en fait des systèmes vecteurs 

prometteurs pour une application in vivo. D’autre part, les variations structurales nous ont 

permis de mettre en évidence des relations structure-efficacité de transfection, comme par 

exemples  
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- l’impact très positif d’une chaîne polymérique constituée d’unités 

éthylammoniums (CH2CH2NH3
+) plutôt que d’unités N,N-

diméthylpropylammoniums (CH2CH2CH2NHMe2
+) ; cet effet est très 

certainement lié à une meilleure délivrance cytoplasmique des complexes 

endocytés et formulés avec les cotélomères constitués d’unités 

éthylammoniums, leur sortie des endosomes étant facilitée par le plus faible 

pKa de ces unités éthylaminés par rapport à celui des unités propylaminés; 

- l’impact du degré de télomérisation n (aisément contrôlable lors de la 

synthèse) des cotéloplexes formulés avec PEG2000-[NH2]n, iBu-[TEG]m-

[NH2]n et iBu-[THM]m-[NH2]n sur l’efficacité de transfection ; celle-ci est 

d’autant plus importante que que le nombre d’unités aminés est grand, ce qui 

permet de compenser la diminution des interactions non-spécifiques avec les 

cellules liée à la présence du motif hydrophile qui masque la densité de charge 

des cotéloplexes. 

 

 

Le second projet a visé l’élaboration de vecteurs “ ciblés ” [i.e., DC18-[NH]-[AMD], 

iBu-[NH2]80-[AMD]4, PEI-[AMD]p (p= 17, 28)], obtenus par la conjugaison d’un lipide ou 

de polymères cationiques à un ligand dérivé de l’AMD3100 qui est un antagoniste puissant 

des récepteurs à chimiokines CXCR4. Notre choix s’est porté sur le couple ligand/récepteur 

AMD3100/CXCR4 car, d’une part, l’AMD3100 est un ligand de faible poids moléculaire 

dont la synthèse est relativement aisée, et, d’autre part, CXCR4 est un récepteur surexprimé 

par certaines tumeurs cérébrales et par des métastases du cancer du sein. CXCR4 est aussi 

impliqué dans le processus d’adhésion du virus de l’immunodéficience humaine sur les 

lymphocytes T4 et dans leur infection. L’utilisation du couple AMD3100/CXCR4 et de 

vecteurs conjugués à l’AMD3100 permettrait donc le développement d’une thérapie génique 

antitumorale ou antivirale ciblée.  

Le potentiel des vecteurs ciblés à compacter l’ADN et à transfecter des cellules de 

manière non-spécifique et spécifique (voie récepteur-médiée) a été évalué respectivement sur 

des cellules adhérentes qui n’expriment pas le récepteur CXCR4 (A549, T98G) et des cellules 

Jurkat en suspension qui l’expriment.  

Nos résultats montrent que les polyplexes formulés avec les conjugués AMD3100 

constituent, sous certaines conditions, des systèmes spécifiques de transfert de gènes dans des 
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cellules CXCR4(+). Ceci est plus particulièrement le cas pour des formulations N/P ≤ 2.5 

pour lesquelles les mécanismes de transfection non-spécifiques sont minimisés, et en présence 

d’acétate et de myristate de phorbol qui déclenche l’endocytose des récepteurs CXCR4. Ces 

polymères conjugués à l’AMD3100 sont des vecteurs synthétiques prometteurs pour un 

transfert spécifique de gènes in vivo dans des cellules exprimant CXCR4, hypothèse qui 

mériterait d’être explorée. Bien que ces résultats soient encourageants, les efficacités de 

transfection et leur spécificité doivent encore être améliorées. Cette étude souligne aussi les 

difficultés à mettre en évidence et à obtenir une transfection spécifique et efficace avec des 

particules ciblés cationiques qui sont aussi capables d’interagir de manière non-spécifique 

avec les cellules et en particulier les cellules adhérentes A549 et T98G et de les transfecter 

efficacement. 

L’étape qu’il s’agit d’explorer maintenant est l’élaboration et l’évaluation in vivo de 

particules d’ADN qui combinent à la fois des propriétés furtives et de ciblage de cellules 

CXCR4(+), comme celles représentées dans la Figure ci-dessous. La formulation de telles 

particules nécessitera un effort de synthèse et en particulier de conjugués [PEG]p-iBu-

[NH2]m-[AMD]n (ou [PEG]p-PEI-[AMD]n) qui résultent du couplage successif d’unités PEG 

et d’unités AMD3100 sur le polymère polycationique, ou de conjugués iBu-[NH2]m-[[PEG]-

[AMD]]n (ou PEI-[[PEG]-[AMD]]n) qui résultent du couplage sur le polymère 

polycationique d’unités PEG porteurs à une extrémité de PEG l’entité de ciblage AMD3100. 
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Résumé 

Le sujet de cette thèse concerne l’élaboration de vecteurs fonctionnels de transfert de 

gènes destinés à la thérapie génique de tumeurs. 

Deux familles de vecteurs synthétiques fonctionnels ont été synthétisées afin 

d’améliorer d’une part la biodisponibilité des vecteurs dans les applications in vivo et d’autre 

part leur spécificité de ciblage des tissus tumoraux.  

La première famille de composés est constituée de télomères et de cotélomères 

« furtifs » issus des réactions de (co)télomérisation. Le design des télomères est basé sur un 

squelette « diblock » composé d’une partie polyaminée de degré de télomérisation aléatoire et 

d’une partie hydrophile (polyéthylène glycol). Le design des cotélomères est basé sur un 

squelette aléatoire de motifs aminés et de structures hydrophiles (tétraéthylène glycol et 

trishydroxyméthyl). La deuxième famille de vecteurs synthétiques est issue de la synthèse de 

lipides et polymères cationiques conjugués à un ligand dérivé de l’antagoniste des récepteurs 

à chimiokines CXCR-4, l’AMD3100 ou bicyclame. 

Le potentiel des (co)télomères « furtifs » en tant qu’agents de condensation et de 

transfert de gènes a été évalué in vitro sur des cellules de carcinome pulmonaire humain A549. 

Le potentiel des conjugués ciblés lipidiques et polymériques à compacter l’ADN et à 

transfecter de manière spécifique des cellules par la voie récepteur médiée a été évalué à la 

fois sur des cellules n’exprimant pas le récepteur CXCR-4 (A549, T98G) et sur des cellules 

l’exprimant (Jurkat). 

Certains des (co)télomères « furtifs » testés (PEG2000-[NH2]n) ont démontré des 

efficacités de transfection comparables à des formulations lipidiques de référence 

(pcTG90/DOPE) tout en étant moins toxiques. Parmi les conjugués ciblés le cotélomère iBu-

[NH]80-[AMD]4 s’est révélé être un agent de transfert de gènes spécifique sur les cellules 

Jurkat sous certaines conditions de formulations par rapport aux lipides et polymères 

conventionnels. 

Mots clés : Thérapie génique, transfert de gènes, lipoplexes, polyplexes, polyéthylène 

glycol, biodisponibilité, AMD-3100, ciblage, transfection. 

Discipline : Chimie. 




