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Les vecteurs non viraux 
de thérapie génique 

Plusieurs sytèmes sont en cours d'étude pour le transfert 
ciblé de gènes. A côté des systèmes viraux, des systèmes 
purement chimiques sont développés : transfert par des 
liposomes, condensation de l'ADN sur des lipides catio­
niques, des polymères ou des peptides, injection directe de 
l'ADN nu dans l'organe ciblé. Les systèmes non viraux 
actuels sont mal adaptés à l'injection par voie générale. En 
revanche, ils restent très attrayants pour les traitements par 
voie locale : traitement des artères, aérosol pour traitement 
pulmonaire, injection intratumorale. Le quart environ des 
essais cliniques actuels de thérapie génique font appel à des 
transferts non viraux de gènes, mais nombreux sont les pro­
blèmes encore non résolus, en particulier la biodisponibi­
lité, l'efficacité de transfection et la durée d'expression des 
transgènes. Rappelons par ailleurs que l'injection intramus­
culaire directe de l'ADN plasmidique semble être une voie 
majeure de développement des vaccins futurs. 

L
a thérapie génique consiste à 
considérer un gène comme 
un médicament qu'il s'agisse 
de remplacer la  fon c tion 
d'un gène défectueux ou de 

commander la synthèse dans l 'orga­
nisme d'une protéine thérapeutique 
quelconque. Par extension, la théra­
pie génique est également considé­
rée comme l ' administration à un 
patient d'ADN (ou d'ARN) dans un 
but préventif, curatif ou diagnostique 
[ 1 ,  2 ] . Ce concept est désormais 
deven u  une  réal ité et environ 
1 50 protocoles cliniques incluant plus 
de 1 000 patients sont actuellement 
en cours dans le monde [2, 3] . Tou­
tefois ,  m algré certains résultats 
encourageants, de nombreux obs­
tacles restent à franchir avant une 

éventuelle utilisation thérapeutique 
de cette technologie. En effet, le 
niveau d'expression du gène in vivo 
reste très faible, la restauration géné­
tique ou biologique,  quand el le  
existe, est transitoire et incomplète 
[2 ,  3 ] .  
L'un des aspects essentiels du trans­
fert de gènes à visée thérapeutique 
est la vectorisation de l'ADN par un 
transporteur jusqu'à la cellule cible. 
En effet, l 'ADN est une molécule 
anionique, hydrophile et de masse 
moléculaire très élevée (par exemple, 
3 millions pour un plasmide de 5 kb) 
et n 'est donc pas une molécule pro­
pice au passage des membranes bio­
logiques. C'est pourquoi, dans la plu­
part des cas ,  l'ADN doit  ê tre 
introduit dans la cellule, soit à l 'aide 
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d'une technique physique ou chi­
mique fragilisant les membranes cel­
lulaires, soit combiné à un vecteur. 
Deux types de vecteurs d'ADN sont 
actuellement utilisés : les vecteurs 
viraux et les vecteurs synthétiques, 
non viraux. Quel que soit le trans­
porteur utilisé, les particules conte­
nant l 'ADN doivent successivement 
(figure 1 ) :  ( 1 )  s 'associer aux cellules, 
de manière spécifique ou non ; (2) 
pénétrer dans le cytoplasme de la cel­
lule, soit par fusion directe avec la 
membrane plasmique, soit après rup­
ture de vésicules in tracellulaires 
(endosomes, lysosomes) ,  (3) per­
mettre l 'entrée de l 'ADN dans le  
noyau de la  cellule. 
Les virus, au cours de l'évolution, ont 
appris à surmonter les différentes 
barrières cellulaires et à transférer 
leur matériel génétique à l'intérieur 
des cellules mammifères. Il est, de ce 
fait, tout naturel que les chercheurs 
se soient tournés très tôt vers les virus 
comme vecteurs de gènes exogènes 
[ 4, 5] . Les rétrovirus et les adénovi­
rus constituent actuellement les vec­
teurs de choix et représentent envi­
ron 75 % des essais cl iniques en  
cours. Malgré certains succès, les vec­
teurs viraux n 'ont  pas répondu à 
toutes les a ttentes e t  des  effe ts 
toxiques de type inflammatoire ou 
immunogène se sont manifestés lors 
de protocoles cliniques [6, 7] . De 
plus, la difficulté de produire des 
virus à des titres élevés et d'insérer 
des gènes de grande taille dans les 
génomes viraux se pose de manière 
aiguë [7] . Pour ces différentes rai­
sons et parallèlement à la mise au 
point de nouveaux vecteurs viraux, le 
développement de vecteurs synthé­
tiques à base d'ADN plasmidique, fai­
blement toxiques et de composition 
parfaitement connue est souhaitable 
[8, 9 ] .  1 Les différents types 

de vecteurs 

• Les liposomes 
Les liposomes sont des vésicules lipi­
diques qui peuvent  encapsuler e t  
véhiculer divers principes actifs et 
qui sont développés depuis 25 ans 
comme vecteurs de médicaments et 
en cosmétologie. Du fait de leur 
faible toxicité et de leur propriété 
d ' encapsulation de composés de 
masse moléculaire élevée, les lipo-

F igure 1 .  Barrières au transfert de 
gènes dans les cellules mammifères. 
Trois obstacles majeurs doivent être 
fra nch is par le gène a va n t  q u 'il 
puisse s'exprimer: (1) la membrane 
plasmique qui empêche le franchis­
sement des grosses molécules à 
forte charge électrique négative, (2) 
la dégradation dans les comparti­
ments endosomiques, (3) le passage 
de la m e m b ra n e  n ucléaire p o u r  
pénétrer dans Je noyau. 

somes ont été utilisés, dès la fin des 
années 1 970, comme vecteurs de 
transfection. L'ADN plasmidique est 
alors généralement encapsulé dans 
des l iposomes uni lamellaires de 
grande taille (large unilamellar vesicles, 
LUV ). Toutefois, la faible efficacité 
des liposomes classiques a conduit 
les chercheurs à modifier leur com­
position lipidique. En effet, après 
pénétration dans la cellule par endo­
cytose, les liposomes classiques en­
capsulant l'ADN sont dégradés dans 
les lysosomes. Pour leur permettre 
d ' é chapper  à c e tte dégradati o n  
intravésiculaire, des compositions 
liposomales fusiogènes ont été déve­
loppées [ 10] . Ainsi sont apparus les 
l i posomes sens ib les  au p H ,  qu i  
deviennent fusiogènes au pH acide 
de l 'endosome et les virosomes qui 
sont des liposomes dans lesquels des 
protéines virales fusiogènes ont été 
insérées dans la bicouche phospholi­
pidique. Cependant, la faible effica­
cité d'encapsulation de l'ADN dans 
les liposomes ( 1 0 % à 25 % )  et leur 
tai l le  relative m e n t  importante 
(> 250 nm) ,  difficilement compatible 
avec l 'endocytose , ont  conduit à 
rechercher de nouvelles formula­
tions. 
En 1987, Felgner et al. (Syntex, Palo 
Alto, CA, USA) ont développé un 
lipide cationique synthétique, le  
chlorure de N-[ 1 - (2 ,3-dioléoyloxy) 
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propyl ] -N ,N ,N-triméthylammoni um 
ou DOTMA [ 1 1 ] .  Paral lèlement,  
Behr et al. (Université de Strasbourg, 
France) ont mis au point les liposper­
mines dont la dioctadécylamidogly­
cylspermine (DOGS, Transfectam®) 
[ 1 2, 13] . De par leur charge catio­
nique, ces lipides interagissent avec les 
groupements phosphate de l 'ADN 
pour former un complexe ADN/lipide 
et ce, après simple mélange des com­
posés en solution aqueuse. La totalité 
de l 'ADN est alors complexée au 
lipide. Les structures formées ne sont 
pas à proprement  parler des 
liposomes, puisqu'elles ne contien­
nent pas de phase aqueuse interne. 
Le complexe ADN/lipide, qui géné­
ralement possède une charge nette 
positive, interagit avec la membrane 
plasmique cellulaire chargée négati­
vement et est ensuite incorporé par 
la cellule par endocytose non spéci­
fique [ 14] . L'efficacité de ces lipides 
comme vecteurs de transfection a été 
démontrée sur un grand nombre de 
cellules primaires ou de lignées cellu­
laires. De très nombreuses autres 
structures de lipides cationiques ont 
é té depuis synthétisées (voir les 
revues [ 1 5, 1 6] )  (/i[!;Ure2) et certains 
composés sont  commerc ial isés 
comme réactifs de  transfec tion 
(Tableau !). Ces lipides cationiques 
présentent généralement trois par­
ties : ( 1 )  une tête polaire cationique 
aminée qui interagit avec l 'ADN ; (2) 
une partie hydrophobe formée, soit 
de deux chaînes aliphatiques généra­
lement insaturées et d'au moins 1 2  
carbones chacune, soit d'un dérivé 
du cholestérol et (3) un bras espa­
ceur entre les deux parties précé­
dentes qui détermine souvent la bio­
dégradabilité du lipide. On peut ainsi 
distinguer les dérivés monocatio­
niques (comme le DOTMA) , polyca­
tioniques (comme le DOGS) et les 
dérivés du cholestérol (comme le 
diméthylaminoéthane carbamoyl-cho­
Jestérol, DC-chol ) . En règle générale, 
l 'ajout d'un lipide neutre à propriétés 
fusiogènes, la dioléoylphosphatidylé­
thanolamine (DOPE) , augmente 
l 'efficacité de transfection des lipides 
cationiques. La comparaison des diffé­
rents systèmes publiés n'est pas aisée 
(différence de type cellulaire, de gène 
rapporteur, de construction plasmi­
dique . . .  ) .  Il semble toutefois que les 
lipides polycationiques soient aussi 

-�� efficaces, si ce n ' est plus, que les 
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DOTMA 

Br -
DDAB 

DC-chol 

F igure 2. Structures de différents lipides cationiques. DOTMA : N-{ 1-{2,3-dio­
leoyloxy) propyi}-N,N, N-triméthylammonium ; DDAB : bromure de diméthyl­
dioctadécyl ammonium ; DOSPA : trifluoroacétate de dioléoyi-N-(2-spermi­
n ecarb oxa m ido) é th yi- N, N dim é th yl- 1 -p ropa n a m in ium ; D O G S : 
dioctadécylamidoglycylspermin e ;  OC-chal : diméthylaminoéthane carba­
moyl cholestérol. 

lipides mono- ou dicationiques. Cette 
différence pourrait s'expliquer par 
une affinité plus grande des systèmes 
polycationiques pour l 'ADN. Une 
autre hypothèse est fondée sur le fait 
que seules trois des quatres amines 
présentes sur la tête polaire sont 
chargées à pH physiologique .  
Lorsque Je  complexe ADN /  
lipide polycationique pénètre dans la 
cellule par endocytose ,  les endo­
somes contenant les complexes sui­
vent un processus d 'acidification.  
Lors de l'entrée de protons, conco­
mitante d'une entrée passive d'ions 
chlorure, la dernière amine de la 
lipospermine se protonerait, jouant 
ainsi le rôle de tampon. L'augmenta­
tion consécutive de l 'osmolarité de 

l'endosome se terminerait par la rup­
ture de la membrane endosomale 
avec une libération accrue d'ADN 
dans le cytoplasme cellulaire [ 1 2-14] . 
Cette particularité d'action serait par­
tagée avec certains polymères catio­
niques, comme nous le verrons plus 
loin dans cet article. 
Les conditions optimales de transfec­
tion in vitro obtenues avec l 'ensemble 
des lipides cationiques impliquent 
généralement un rapport de charges 
+/- (lipide/ ADN)  positif. De tels 
complexes injectés in vivo, soit inter­
agiraient immédiatement avec la 
matrice extra cellulaire, soit seraient 
opsonisés et éliminés par le système 
réticulo-endothélial. Pour cette rai­
son, des stratégies tendant à utiliser 
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des complexes ADN/lipide catio­
nique neutres, ciblés ou non, sont 
actuellement développées [ 1 7, 18] . 

• Systèmes ciblés 
et complexes peptidiques 
Ces techniques reposent sur une 
condensation de l'ADN avec un poly­
cation tel que la polylysine, couplé 
chimiquement à un ligand capable de 
reconnaître et de se lier à un récep­
teur spécifique sur une population 
cellulaire cible. La liaison du ligand à 
son récepteur permet l 'endocytose du 
complexe ADN/polycation-ligand, 
conduisant à l'introduction de l'ADN 
dans la cellule cible et à son expres­
sion (figure 3). 
Les premiers travaux ont été réalisés 
par Wu et al. (Université du Connec­
ticut, USA) avec une asialoglycopro­
téine pour le ciblage et la transfec­
tion d ' hépatocytes [ 1 9 ] . D 'autres 
ligands couplés à la polylysine ont 
servi à valider le concept dans des 
essais de transfection in vitro [20-22] 
mais aussi in vivo [23] . Le plus docu­
menté est la transferrine dont le 
récepteur est présent sur de nom­
breux types cellulaires et notamment 
sur les cellules en phase active de 
multiplication.  Les travaux de Wag­
ner et al. (Université de Vienne) ont 
montré que la principale limite de 
cette technologie réside dans la com­
partimentation du complexe trans­
fectant dans des vésicules d'endocy­
tose et dans sa dégradation dans les 
lysosomes (figures 1 et 3) [ 23] . Si, in 
vitro, cette barrière peut être surmon­
tée à l 'aide d'agents chimiques qui 
peuven t  modifier la fonction de 
l 'endosome, comme la chloroquine, 
des stratégies plus complexes ont dû 
être imaginées pour le transfert de 
gène in vivo, comme l ' incorporation 
de particules adénovirales inactivées 
[ 25] . L 'étape suivante a consisté à 
écarter les fonctions virales indési­
rables pour ne garder que les élé­
ments nécessaires à la pénétration cel­
lulaire. Cette démarche est à la base 
du concept de « virus artificiel » qui 
consiste à mimer à l'aide de peptides 
synthétiques les mécanismes de péné­
tration et d'infection cellulaire élabo­
rés par les virus. Différents effecteurs 
peptidiques (par exemple le peptide 
fusiogène de l ' hémagglutinine du 
virus grippal) ont ainsi été incorpo­
rés dans les complexes ADN/polyly­
sine-ligand [ 26] . Une amélioration 
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Tableau 1 

LIPIDES CATION IQUES COMMERCIALISÉS 
COMME RÉACTIFS DE TRANSFECTION 

Nom commercial Lipide Type Fabricant 

Lipofectin DOTMA/DOPE monocationique G ibcoBRL 
LipofectACE DDAB/DOPE monocationique G ibcoBRL 
Li pofectAM 1 NE DOS PA/DOPE polycationique G ibcoBRL 
Transfectam DOGS polycationique Promega 
Tfx-50 TDOB-DOPE d icationique Promega 
DOTAP DOTAP monocationique Boehringer 

Mannheim 
DOSPER DOSPER polycationique Boehringer 

Mannheim 
CLONfectin BTIA monocationique Clontech 

DOTMA : N-{ 1-(2,3-dio/éoy/oxy) propyi]-N,N,N-triméthylammonium; DOPE: dioléoylphosphatidylé­
thanolamine; DDAB: bromure de diméthyldioctadécyl ammonium ; DO SPA : trifluoroacétate de 
dioléoy/-N-(2-sperminecarboxamido) éthyi-N,N diméthy/- 1-propanaminium ; DOGS: dioctadécyla­
minoglycy/spermine ;  TDOB: iodure de tétramethyi-N, N'-bis(2-hydroxyéthyl)-2,3-dioléoyloxy- 1, 4-
butanediammonium; DOTAP: 1,2-bis(o/éoy/oxy) 3-(triméthylammonio) propane; DOSPER : acétate 
de 1,3-di-o/éoy/oxy-2-(6-carboxy-spermy/)-propylamide; BTTA :  N-buty/-N'-tétradécy/-3-tétradécy/­
aminopropion-amidine. 

de l 'activité de ces systèmes a été le 
remplacement de la polylysine par 
des polymères cationiques tels que 
les dendrimères polyamidoaminés 
[ 27 ]  ou la polyéthylèneimine [ 28]  
qui semblent posséder une activité 
endosomolytique intrinsèque. Ces 
polymères représentent une nouvelle 
classe d'agents transfectants très pro­
metteurs et des travaux sont en cours 
dans le laboratoire de J.P. Behr pour 
adapter la polyéthylèneimine à des 
formulations injectables [ 1 3] . 
Cependant, le problème avec l 'en­
semble de ces différents systèmes est 
que la forte affinité des polycations 
pour les cellules limite la capacité de 
ciblage du ligand qui s'y trouve lié. 
De plus, les polycations sont connus 
pour interagir avec de nombreuses 
protéines sériques et pour activer cer­
tains facteurs du complément. Pour 
des applications in vivo d 'autres 
molécules ont été proposées, pou­
vant servir à attacher des effecteurs 
synthétiques sur l 'ADN, comme des 
agents intercalants. Une autre voie 
consiste également à développer de 
courts peptides cationiques capables 
à la fois de se lier à l'ADN pour for­
mer des complexes neutres ou char­
gés négativement et de déstabiliser 
les membranes cellulaires [29, 30] . 
Notons enfin que le ciblage d 'une 
population cellulaire donnée peut 
également  s ' effectuer  en ayan t  
recours à des plasmides comprenant 

des promoteurs spécifiques de tissu 
ou que l'on peut activer par adminis­
tration concomitante d'autres com­
posés (antibiotiques, corticoïdes . . . ) 
[9] . 
Des améliorations sont attendues 
dans un avenir proche puisque l 'élé­
gance et la simplicité de l'approche 
font que la plupart des équipes et des 
sociétés spécialisées dans la thérapie 
génique développent les capacités 
nécessaires à faire aboutir ce concept 
prometteur de < <  virus artificiel  ,, . 
Déjà, des systèmes mixtes alliant un 
lipide cationique et un ligand ont été 
développés avec des résultats in vitro 
prometteurs [ 1 7, 3 1 ] .  

• Transfection par ADN 
non complexé à un vecteur 
En 1990, le groupe de Wolff (Univer­
sité du Wisconsin, USA) observa que 
de l 'ADN plasmidique non complexé 
à un vecteur (ADN nu) ou de l 'ARN 
messager codant pour des marqueurs 
protéiques pouvaient  s ' exprimer 
après administration directe dans les 
tissus [32] . Bien que l 'expression des 
gènes rapporteurs utilisés puisse être 
détectée après injection directe dans 
un certain nombre de tissus (foie, 
poumons,  articulation ,  thyroïde, 
tumeur) , les travaux de Wolff mon­
traien t  que l ' administration des 
gènes dans les muscles squelettique 
ou cardiaque donnait les meilleurs 
résultats en terme de rendement 

+ 

ADN Polycation Complexe ADN 1 
plasmidique + ligand polycation-ligand 

F igure 3. Principe du transfert de 
gènes par système ciblé. Le polyca­
tion sur lequel l'ADN est condensé 
porte, en outre, un ligand susceptible 
de reconnaÎtre un récepteur spéci­
fique de la cellule vers laquelle l'ADN 
est ciblé. Le complexe ADN-polyca­
tion-ligand pourra alors être interna­
lisé par endocytose. Échapper à la 
dégradation dans les endosomes 
demande une m odification de la 
fonction de ces organites, par la 
chloroquine, par exemple. De plus 
des systèmes ont été imaginés à par­
tir du modèle d'infection par les 
virus, en greffant par exemple un 
peptide fusiogène. 

d 'expression (quantité de proteme 
produite) . Ces travaux permettaient 
également d'observer que, malgré un 
faible taux de transfection, l' expres­
sion du transgène dans le muscle 
pouvait durer plusieurs mois sans 
réplication ni intégration apparente 
du plasmide injecté. 
Les différents groupes qui exploitè­
rent cette observation ont rapide­
ment réalisé que la quantité de pro­
té ine produi te par les fibres 
musculaires transfectées ne suffirait 
pas à corriger des maladies hérédi­
taires comme, par exemple, la myo­
pathie  de  Duchenne  [ 3 3 ] . En 
revanche, en utilisant un plasmide 
codant pour un antigène protéique, 
l ' injection intramusculaire directe 
conduit à un taux d'expression suffi­
sant pour induire une forte réponse 
immunitaire spécifique (m/s n o  5, 
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Tableau I l  

CARACTÉRISATION PHYSICO-CHIMIQUE DES SYSTÈMES NON VIRAUX 

Plasmide 

· identité 
· forme ( l inéaire, c ircu la i re) 
• concentration 
• pureté (protéines, 

endotoxines, ARN . . .  ) 
• expression de la protéine codée 

vol. 8, p. 501 ; n ° 4, vol. 9, p. 482) [34] . 
La production par les fibres muscu­
laires transfectées de protéines excré­
tées dans la circulation générale et 
agissant sur des organes plus loin­
tains (comme l 'a-l antitrypsine ou 
1 ' érythropoïétine)  fai t  également 
l ' objet d ' intenses recherches. Au­
jourd'hui ,  on tente d 'élucider le 
mécanisme par lequel les cellules 
musculaires internalisent l'ADN nu 
afin d'élaborer des stratégies pour sti­
muler ce processus [35] . 
Dans la lignée des travaux de Wolff, 
d'autres équipes ont montré la possi­
bilité de faire exprimer un transgène 
in vivo et d ' induire une réponse 
immun i ta ire con tre la  proté ine  
codée par ce  transgène en  bombar­
dant la peau avec de l'ADN plasmi­
dique adsorbé sur des particules d'or 
ou de tungstène (gene gun) [ 36 ] . 
Même si, du fait du renouvellement 
continuel des cellules de l'épiderme, 
l'ADN administré dans les couches 
superficielles de la peau ne possède 
pas la stabilité de l'ADN introduit 
dans les cellules musculaires, il a été 
démontré que la vaccination par 
ADN plasmidique pouvait bénéficier 
de cette technique en termes de qua­
lité e t  d ' amplitude des réponses 
induites [37] . 
Depuis, il a été montré dans de nom­
breux modèles animaux de maladies 
i nfec tieuses ou de cancers que  
l'immunisation par injection directe 
d'ADN plasmidique dans le muscle 
ou la peau (m/s no 1, vol. 1 1, p. 527) 
permet la production d'antigènes 

Complexe plasmide/vecteur 

• structure 
• tai l le  
· charge 
• densité 
• proportion entre les constituants 
• fraction de l 'ADN associé au corn-

pie xe 
• homogénéité et reproduct ib i l ité de 

la préparation 
• sta b i l i té ( a g g ré g at i o n ,  tem p é r a -

ture . . .  ) 
• efficacité de transfection (modèle in 

vitro ou in vivo) 

protéiques in situ et l ' induction de 
réponses immunitaires protectrices, 
humorales et cellulaires, sans l'aide 
d'adjuvants. 1 Problèmes posés 

par l'administration 
in vivo des systèmes 
non viraux 

Quel que soit le système de transfec­
tion utilisé, un certain nombre de 
problèmes généraux se posent  
lorsque l'on considère son utilisation 
in vivo et, notamment, par voie systé­
mique. En effet, l'ADN plasmidique 
nu injecté par voie intraveineuse à un 
animal subit une dégradation très 
rapide au niveau du système réticulo­
endothélial (principalement le foie) 
et a une demi-vie plasmatique très 
courte. La complexation de l'ADN 
par un système de transfection peut 
permettre de modifier sa distribution 
et d'obtenir des taux de transfection 
significatifs après administration 
intraveineuse chez l 'animal. Les pou­
mons, le foie et, dans une moindre 
mesure, la rate et le cœur, sont les 
principaux organes dans lesquels 
l'expression du gène administré est 
détectée après injection intravei­
neuse de complexes ADN/lipide 
cationique [38, 39] . De façon tout à 
fait intéressante, il a récemment été 
démontré que l'administration intra­
veineuse du gène p53 humain com­
plexé à des lipides cationiques pou­
vait en traîner  la régress ion de  
tumeurs humaines implantées chez 
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la souris nude [ 40] . Une autre équipe 
a également montré l 'expression de 
gènes rapporteurs chez le fœtus 
après inj ec t ion  de complexes  
ADN/lipide cationique chez la  souris 
en gestation [ 41 ] .  Malgré ces résul­
tats prometteurs obtenus après injec­
tion intraveineuse, les problèmes 
posés par l 'administration dans la cir­
c ulation générale de  complexes 
ADN/vecteur restent mult iples : 
déstabilisation des complexes par les 
protéines endogènes, activation du 
système du complément par les parti­
cules cationiques, modification des 
paramètres de l'hémostase, immuno­
génicité possible des systèmes pepti­
diques, sites d'expression multiples 
et difficilement contrôlables. 
Pour ces différentes raisons, l ' intérêt 
actuel des systèmes non viraux réside 
essentiellement dans leur utilisation 
par voie locale. De très nombreux 
travaux ont montré la possibilité de 
faire exprimer des gènes après admi­
nistration in situ dans l 'organe de 
choix par des techniques non virales. 
Nabel et al. (Université du Michigan, 
USA) ont administré par l ' intermé­
diaire d'un cathéter à double ballon­
net un composé ADN/lipide catio­
nique dans l 'artère iléofémorale de 
porc et ont montré l 'expression de 
différents gènes dans les cellules 
musculaires lisses de la paroi [ 42] . La 
même équipe a également é tudié 
l 'administration intratumorale de 
gènes étrangers du système majeur 
d'histocompatibilité complexés à un 
dérivé cationique du cholestérol, le 
DC-chol [ 43] . Les résultats prélimi­
naires ont montré que l 'expression 
du gène était restreinte à la tumeur 
et qu'il n'y avait pas de dissémination 
de l 'ADN administré dans d 'autres 
organes. En outre, les études de toxi­
cité n 'ont mis en évidence aucune 
modification des paramètres biochi­
miques ou physiologiques courants. 
Le recours à la voie pulmonaire 
constitue également un axe majeur 
de recherche, notamment pour ce 
qui concerne la thérapie génique de 
la mucoviscidose [ 41:, 45] . L'instilla­
t ion intratrachéale de composés 
lipides cationiques a permis la trans­
fection de cellules pulmonaires mais, 
en ce qui concerne cette voie d'admi­
nis tration ,  l ' avantage des l ipides 
cationiques par rapport à l 'ADN nu 
n 'est pas clairement établi, car des 
niveaux de transfection similaires ont 

été observés avec ces deux tech­
niques  c hez  l ' an imal [ 45, 46 ] .  
L'expression de transgènes dans les 
poumons après aérosolisation directe 
de complexes ADN/lipide cationique 
a également été démontrée même si 
l 'uniformité de distribution des parti­
cules transfectantes au niveau pulmo­
naire, la stabilité de ces mêmes parti­
cules  e t  du  plasmide lors de 
l 'aérosolisation ainsi que les impor­
tantes quantités d'ADN mises en jeu 
reste n t  autant de problèmes à 
résoudre [ 47] . De plus, de récentes 
études o n t  montré des  s ignes 
d ' inflammation pulmonaire transi­
toire lors de l ' adminis tration de 
lipides cationiques par aérosol chez 
la souris et le singe. 

1 Les études cliniques 

Ces différentes études effectuées chez 
l 'animal ont donc démontré qu'il est 
possible de faire exprimer des gènes 
dans des tissus après administration 
non virale et ont permis d'envisager 
les premiers protocoles cliniques chez 
l ' homme.  Toutefois ,  avant  ce tte 
étape, il a fallu se préoccuper de la 
product ion à relativement  large 
échelle de complexes d'ADN plasmi­
dique de qualité reproductible com­
patible avec des essais cliniques de 
thérapie génique [ 48] .  Tout d'abord, 
l'ADN plasmidique doit être produit 
selon des procédés de fabrication 
assurant une qualité pharmaceutique 
et un certain nombre de contrôles 
doivent être entrepris pour s'assurer 
des caractéristiques du produit final 
(Tableau II). L'ensemble de ces procé­
dés s 'inspire de ceux employés pour 
la production des protéines recombi­
nantes. Ainsi, après introduction du 
plasmide dans la souche bactérienne 
de choix et la fermentation, l 'un des 
procédés de production recommandé 
fait appel à la lyse alcaline des bacté­
ries puis à une centrifugation suivie 
d 'une filtration .  Ensuite, l 'ADN est 
précipité par le polyéthylène glycol et 
purifié sur colonnes chromatogra­
phicjues successives. Reste à envisager 
la production des particules transfec­
tantes contenant l 'ADN. Les grandes 
quantités de matériel nécessaires aux 
études cliniques posent le problème 
de la complexation de l'ADN à des 
concentrations élevées. Dès lors, la 
précipitation des complexes polyca­
tioniques peut survenir. Afin de pal-

lier ce problème, des méthodes par 
addition très lente de liposomes catio­
niques à des solutions d'ADN ou par 
centrifugation sur gradient ont été 
développées. Ensuite, la caractérisa­
tion physico-chimique des vecteurs 
d 'ADN doit ê tre entreprise pour 
s 'assurer de la qualité de la prépara­
tion (Tableau Il). Enfin, de récentes 
études ont démontré qu'il est pos­
sible de lyophiliser des complexes 
ADN/lipide cationique sans perdre 
leur activité de transfection [9] . 
Les systèmes non viraux représentent 
actuellement environ le quart de 
l 'ensemble des essais cliniques de 
thérapie génique [3, 7] . Des résultats 
encourageants ont été obtenus par 
Caplen et al. (Londres, Grande-Bre­
tagne) dans le domaine de la muco­
visc idose [ 49 ] .  Quinze pat ients 
atteints de mucoviscidose ont été 
inclus dans cet essai de phase I et un 
c omplexe D C-chol-DOPE/ gène  
CFTR (cys tic fibrosis transmembrane 
regulator) a été instillé par voie nasale. 
Aucune toxicité n'a été rapportée et 
une restauration partielle de l 'activité 
CFTR (environ 20 % de l 'activité nor­
male) a été observée de façon transi­
toire. D'autres résultats prometteurs 
ont aussi été publiés par l'équipe de 
Nabel sur cinq patients traités pour 
mélanome [50] . L'injection intratu­
morale du gène HLA-B7 (environ 2 à 
8 IJg d'ADN par patient) codant pour 
un antigène étranger du complexe 
majeur d'histocompatibilité et com­
plexé à des liposomes cationiques a 
permis l 'expression du gène pendant 
trois à sept jours après injection et ce, 
uniquement au niveau de la tumeur. 
De plus, les nodules ont régressé 
chez un des patients. Une approche 
similaire avec le gène de l ' interleu­
kine-2 est également utilisée dans un 
autre essai clinique. Notons enfin 
que deux protocoles faisant appel à 
des lipides cationiques sont en cours 
d 'évaluation en France [ 5 1 ] :  l 'un 
dans le traitement du glioblastome 
inopérable (CHU La Tronche, Gre­
noble) et l 'autre dans le transfert de 
monocytes autologues (Hôpital Hau­
tepierre, Strasbourg) . Des protocoles 
utilisant de l 'ADN plasmidique nu, 
non complexé à un vecteur, sont éga­
lement en cours. C 'est le cas d'un 
essai au St Elizabeth's Medical Center 
de Boston ( MA, USA) dans le  
domaine de la  resténose artérielle où 
l 'ADN (le gène codant pour le VEGF, 
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vascular endothelial growth factor) est 
incorporé dans un hydrogel lui­
même déposé dans l 'artère par un 
cathéter lors de l'angioplastie. Enfin, 
des protocoles cliniques de vaccina­
tion ont été élaborés dans le cadre 
du SIDA [52] et de la grippe. Ils sont 
en cours de réalisation. 
En conclusion, ces dernières années 
ont  vu un effort considérable de 
recherche dans le développement de 
nouveaux vecteurs non viraux de 
gènes. Ces travaux ont conduit à l'éla­
boration de systèmes lipidiques, pepti­
diques ou polymériques, ciblés ou 
non, capables de transfecter efficace­
ment des cellules en culture mais 
aussi différents tissus dans des 
modèles animaux. Toutefois, l'effica­
cité de transfection de ces systèmes 
reste encore dans la plupart des cas 
inférieure à celle des vecteurs viraux. 
De plus, malgré quelques résultats 
encourageants chez l 'animal et même 
chez l 'homme, l 'utilisation des tech­
niques non virales in vivo se heurte 
encore à de nombreux problèmes, 
notamment de biodisponibilité, d'effi­
cacité de transfection et de durée 
d 'expression. Une amélioration de 
l'efficacité de ces composés passe obli­
gatoirement par une compréhension 
de leur physiccrchimie et des facteurs 
contrôlant leur devenir dans la cellule 
et dans l 'organisme. En effet, la for­
mation des complexes ADN/vecteur 
reste encore très largement empirique 
et leur mécanisme d'action très mal 
élucidé. Il est encore trop tôt pour 
savoir qui des virus ou des systèmes 
non  viraux, voire des systèmes 
hybrides, sera utilisé dans le futur. Il 
est probable qu'on disposera de diffé­
rents systèmes, pour un organe cible, 
une application thérapeutique ou une 
voie d'administration. Cependant, si 
l 'efficacité des vecteurs non viraux se 
rapproche de celle des virus, leur 
faible toxicité et leur relative facilité 
de production en tant que produits 
biopharmaceutiques en feraient une 
approche très attrayante. Déjà, le 
recours à l 'ADN plasmidique injecté 
directement dans le muscle semble 
être une voie très prometteuse dans le 
développement des vaccins du futur • 
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Summary 
Non-viral gene delivery systems 

One of the central challenges in 
gene therapy is to find safe vectors 
capable of transporting genes effi­
cienùy into the target cells. There­
fore a suitable DNA carrier must 
be designed to allow subsequent 
expression of the gene at a thera­
peutic level and, if possible, res­
tricted to the organ to be treated 
o r  to produce the  transgen e .  
Encouraging results both in ani­
mals and humans have been obtai­
ned using viruses. However, safety 
concerns about viral vectors have 
led researchers to develop parallel 
non-viral systems. These systems 
include liposomes, cationic lipids, 
targeted and peptide-based sys­
tems, and polymers, as weil as 
direct injection of plasmid DNA 
into tissues. Although expression 
of foreign genes has been obtai­
ned  i n  an im ais  after  systemic  
administration of  DNA/ carrier 
complexes, kinetics and sites of 
expression still cannot be control­
led after intravenous injec tion . 
Therefore, non-viral systems are 
mainly used by local route and 
promising results have been obtai­
ned in different animal models. 
Human clinical trials using catio­
nic lipids are now underway in cys­
tic fibrosis and cancer and prelimi­
nary data have demonstrated the 
feasibility as weil as the safety of 
this type of approach .  However, 
therapeutic effects have yet to be 
demonstrated. The design of effi­
cient non-viral systems for gene 
therapy will require a bet ter  
understanding of  their physico­
chemistry and the mechanism by 
which they deliver DNA into the 
cel!. 

Cours de Biologie Moléculaire de la Cellule 
Enseignement pratique 
10 mars-13 avril 1997 

Ce cours, conjointement organisé par 
l'Institut Pasteur et l'Institut Curie, se 
déroulera du 10 mars au 13 avril 1997 à 
plein temps, à l'Institut Pasteur à Paris. Il 
est destiné à des chercheurs du secteur 
public et privé, ayant une formation des 
facultés de sciences, de médecine, de phar­
macie ou des écoles vétérinaires. Les can­
didats doivent avoir une bonne connais­
sance, niveau maîtrise, en biologie 
moléculaire. Les techniques de base de 
biologie moléculaire ne seront pas ensei­
gnées (exemple : clonage, séquençage de 
gènes, etc.). Ce cours donne lieu à un 
diplôme de l'Institut Pasteur suite à un 
examen qui se déroulera à la fin du mois 
d'avril 

Le thème central de ce cours concerne 1' étude 
de la cellule eucaryote. Cet enseignement est 
très orienté vers l' initiation expérimentale, et 
fera une large place aux nouvelles techniques 
ainsi qu'à la démarche scientifique actuelle 
pour l'étude des fonctions cellulaires. Les tra­
vaux pratiques seront accompagnés de confé­
rences théoriques sur les thèmes suivants : 

• Organisation fonctionnelle de la cellule : 
compartiments membranaires, cytosquelette, 
polarité cellulaire 

• Les routages intracellulaires : transport des 
protéines membranaires et sécrétées, endocy­
tose des macromolécules 

• Les contacts et la communication entre cellules 

• La signalisation et la transduction des messa-
gers cellulaires 

• Le cycle cellulaire 

Les techniques mises en œuvre seront celles de 
l'analyse génétique, la transfection et l'expres­
sion de gènes clonés, la culture cellulaire, la 
reconstitution in vitro des fonctions cellulaires, 
la visualisation des constituants cellulaires y 
compris par les techniques les plus récentes de 
microscopie confocale et d' imagerie. 
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