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Optimisation des plasmides
et des vecteurs synthetiques
pour la therapie génique

Patrick Kreiss, Daniel Scherman

Né au miliew des années 1980, le concept de thérapie
génique est fondé sur Uadministration thérapeutique
d’acides nucléiques. 1l a fait naitre de grands espoirs et
regrouper autour de lui de nombreuses équipes de
recherche. Cependant, apres quelque dix années, la
carence en vecteurs efficaces et surs pour le transfert de
gene in Vivo apparait comme la principale limitation a
un réel développement clinique. Les vecteurs viraux,
ulilisés dans la majorité des essais cliniques, présentent
une bonne efficacité de transfert de gene.

Leur utilisation est toulefois souvent associée a des
problemes de réponse immunitaire, de production

par recombinaison homologue de particules virales
infectieuses, ou encore de capacité trop limitée pour
accueillir des transgenes de grande taille, comme par
exemple CADNc de la dystrophine. Face a ces problemes,
une voie de recherche portant sur Uutilisation de
vecteurs synthétiques associés a des ADN plasmidiques
bactériens s’est développée. Non immunogenes, capables
de vectoriser des ADN de taille théoriquement illimitée,
les vecteurs synthétiques sont, de plus, simples a
produire, a purifier et a conserver dans le respect des
bonnes pratiques de fabrication. Il en est de méme pour
les plasmides codant pour les protéines thérapeutiques.

es vecteurs d’expression utili-
sés pour la thérapie génique
non virale sont les plasmides
— molécules d’ADN double
brin circulaires surenrou-
lées— contenant généralement:
— une origine de réplication bacté-
rienne, qui permet la production des
plasmides dans les souches bacté-
riennes;
— un gene dont I'expression confere
la résistance a un antibiotique, sou-
vent la kanamycine, ce qui permet le
maintien du plasmide dans les bacté-
ries sous pression de sélection ;
— la cassette d’expression, contenant
le transgéne thérapeutique dont
I’expression est controlée par un pro-
moteur et par une séquence de ter-
minaison de transcription.
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Quel ADN vecteur
d’expression utiliser
pour le transfert

de génes?

Le choix du promoteur qui gouverne
Iexpression du transgéne revét une
importance particuliere. Les promo-
teurs viraux, comme le promoteur
précoce du virus simien SV40, ou le
promoteur précoce du cytomégalovi-
rus (pCMV) sont caractérisés par un
haut niveau d’expression constitutive
du transgene. Alternativement, le
choix peut se porter sur des promo-
teurs réglables, dont I'expression peut
étre induite ou réprimée par une
molécule chimique telle que la tétracy-
cline, ou sur des promoteurs spéci-
fiques d’un type cellulaire donné (pro-

o

moteurs spécifiques de tissu). Les pro-
moteurs réglables sont souvent fondés
sur I'utilisation des récepteurs intracel-
lulaires des hormones stéroides.
Lorsque ces récepteurs sont activés par
leur ligand, ils migrent vers le noyau
cellulaire et se lient a des éléments des
promoteurs, les enhancers, induisant la
transcription du gene correspondant.
Les promoteurs spécifiques de tissu,
quant a eux, présentent I’avantage de
cibler I'expression du transgeéne, par
exemple vers les cellules tumorales
(promoteur de l'antigéne carcino-
embryonnaire, CEA, ou de I'0-foeto-
protéine, AFP), vers les hépatocytes
(promoteur de la phosphoénolpyru-
vate carboxylase, PEPCK), ou encore
vers les cellules musculaires (enhancer
de la créatine kinase).
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Quel que soit le promoteur choisi,
I'utilisation de ces plasmides com-
porte un risque de dissémination
chez des entérobactéries commen-
sales de 1’hote, qui deviendraient
alors résistantes aux antibiotiques.
Face a ce probléeme, des plasmides
pourvus d’une origine de réplication
conditionnelle ont été développés
[1]. Ces vecteurs, appelés pCOR
(conditional origin of replication), sont
sélectionnés sans utilisation d’anti-
biotique.

Une autre stratégie, récemment
publiée [2], consiste a produire, par
recombinaison spécifique de site, des
molécules d’ADN surenroulées ne
contenant ni origine de réplication,
ni gene de résistance aux antibio-
tiques, ni aucun autre marqueur de
sélection. La conception de ces nou-
veaux vecteurs d’expression s’inscrit
a la fois dans le but d’accroitre la
sécurité de ces vecteurs, et de réduire
leur taille en augmentant par ce biais
Iefficacité de transfert de géne in
vilro comme n vivo [3].

Quel vecteur synthétique
choisir pour compacter
I’ADN ?

Trés schématiquement, les vecteurs
synthétiques ont quatre fonctions
principales (figure 1):

* compacter et protéger 'ADN: les
plasmides dont la taille, en solution
aqueuse, varie de 100 a 500 nm selon
le nombre de paires de bases et I’état
de surenroulement, sont compactés
et protégés par le vecteur synthétique
des diverses sources de dégradation,
telles que les nucléases;;

* promouvoir la fixation cellulaire de
I’ADN: I'ADN est un polyanion qui
n’a aucune capacité a adhérer spon-
tanément a la membrane plasmique
polyanionique des cellules;

¢ promouvoir le passage de 'ADN a
travers la membrane plasmique ou
endosomique;

* promouvoir le trafic intracellulaire
et la pénétration nucléaire de ’ADN,
lorsque 'on cherche a transfecter
des cellules quiescentes.

Plasmide thérapeutique

OO

+I+
++

Vecteur synthétique

@ Interaction avec la cellule

Internalisation dans le cytosol

®

@

de la protéine thérapeutique

+
_ +
@Compaction de I'ADN +

a partir de la membrane plasmique ou des endosomes

Importation nucléaire et expression

messesssssm Figure 1. Principales fonctions des vecteurs synthétiques.

670

o

Ces fonctions sont remplies, partielle-
ment pour la quatriéme toutefois,
par deux types de vecteurs non
viraux, les lipides et les polymeéres
cationiques.

Les lipides cationiques

Auto-associatifs, ils forment avec
I’ADN des ensembles supramolécu-
laires appelés lipoplexes qui permet-
tent un transfert de gene tres effi-
cace, au moins n vitro. Les vecteurs
lipidiques sont constitués de trois
domaines: une téte cationique per-
mettant la liaison a 'ADN, une ou
plusieurs chaines hydrophobes et un
espaceur séparant ces deux élé-
ments (figure 2). Le lipide cationique
prototype utilisé pour le transfert de
geéne est le bromure de dioléoyloxy-
propyl-triméthylammonium
(DOTMA), un ammonium quater-
naire amphiphile [4] (figure 3).
L’ADN formulé avec des lipides
cationiques, comme le DOTMA, et
un phospholipide neutre (le plus
couramment la dioléoylphosphatidy-
léthanolamine ou DOPE), forme
des lipoplexes capables de transfec-
ter des cellules avec une grande effi-
cacité, in vitro et en 1’absence de
protéines sériques.

Depuis la mise en évidence de I'effi-
cacité transfectante des particules
composées d’ADN et de DOTMA/
DOPE, une grande variété de lipides
cationiques a été synthétisée et tes-
tée, avec pour objectif d’augmenter
I’efficacité de transfection en
I’absence comme en présence de
sérum, ou encore, in vivo, de
réduire la cytotoxicité des formula-
tions et d’améliorer la biodisponibi-
lité des particules ADN-lipide. Un
certain nombre de lipides catio-
niques est disponible commerciale-
ment (Lipofectine, Lipofectamine,
Transfectam, TransfectACE, etc.), et
est utilisé en routine en recherche
fondamentale. Il s’agit notamment
d’analogues de structure du
DOTMA, de lipides cationiques
contenant du cholestérol [5], de
lipopolyamines dont la téte catio-
nique est généralement dérivée de
la spermine [6] ou de polyamines
d’architecture variée [7] (figure 3).
Des nouvelles formulations, comme
celles développées par Lehn et al. et

m/s n°5, vol. 15, mai 99
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Polycations Diminution de la quantité de lipide utilisée.

Confére parfois la résistance au sérum

Figure 2. Vecteurs lipidiques.

par Zhang et al. [8, 9] contenant un
dérivé amidine, ou celle développée
par Okayama [10] avec un dérivé
cholestérol contenant un groupe
hydroéthylamine, démontrent cha-
cune des avantages particuliers,
comme une amélioration en termes
d’efficacité de transfert de gene en
présence de sérum, ou comme une
réduction de la cytotoxicité.

On peut associer a ADN le lipide
cationique, soit sous forme micel-
laire, soit sous forme liposomique.
Dans le cas des micelles, le lipide
cationique est suspendu seul, en solu-
tion aqueuse. Un chauffage (par
exemple a 65°C) et/ou une sonica-
tion peuvent étre nécessaires a
I'obtention des micelles. Alternative-
ment, on peut formuler le lipide
cationique en liposomes, en associant
le lipide cationique avec un co-lipide
neutre de type cholestérol ou DOPE.
Les techniques classiques de prépara-
tion des liposomes sont alors utili-
sées: mélange du lipide cationique et
du co-lipide dans un solvant comme
le chloroforme-éthanol, évaporation
du solvant dans un ballon sous vide,
puis mise en suspension en rajoutant
un tampon et en fournissant de

m/s n°5, vol. 15, mai 99

I’énergie par la sonication ou le
chauffage. Cela conduit a la forma-
tion de liposomes, qui sont des vési-
cules renfermant un volume de sol-
vant et formées par des bicouches
membranaires, soit unilamellaires
(small unilamellar vesicule, SUV, ou
large unilamellar vesicule, LUV), soit
multilamellaires.

Les micelles ou les vésicules sont
ensuite mises en contact avec ’ADN
plasmidique, dans un rapport de
concentration variable. Qu’il s’agisse
de micelles ou de liposomes, un para-
metre crucial est le rapportentre les
charges cationiques apportées par le
lipide et les charges anioniques
apportées par 'ADN (R*-). Du rap-
port de charge utilisé dépend direc-
tement 'efficacité de transfert de
gene. Tous les expérimentateurs ont
constaté qu’il existait un rapport de
charge optimal pour le transfert de
geéne in vilro. A faible rapport de
charge, la transfection est peu effi-
cace. En augmentant R*~, le transfert
de I’ADN devient plus efficace,
jusqu’a ce que la toxicité cellulaire
du lipide cationique contrebalance
ce gain d’efficacité. Pour chaque vec-
teur cationique et chaque type cellu-

o

laire, ce rapport efficacité/toxicité
varie, et est a déterminer au coup par
coup par I’expérimentateur. Le
concept d’un rapport de charge opti-
mal est aussi applicable a 'utilisation
des polymeres cationiques tels que la
polylysine ou le polyéthylénimine.

Les polymeres polycationiques

Les polymeéres polycationiques tels
que la poly(L-lysine), la protamine, le
polyéthylénimine, ou encore les den-
drimeéres cationiques [11], s’asso-
cient a 'ADN par des interactions
électrostatiques multiples engen-
drant un processus de coopérativité,
ce qui produit des particules appe-
lées polyplexes. La poly(L-lysine) a
été a I'origine le polymeére cationique
le plus couramment utilisé. Depuis
lors, il a été montré que le polyéthy-
Iénéimine (PEI) ou des dendrimeres
intacts ou fracturés de polyamidoa-
mine pouvaient promouvoir avec effi-
cacité le transfert de géne [12, 13].
Le PEI semble devoir son efficacité
comme agent de transfert de géne a
sa structure chimique caractéris-
tique: un atome sur trois du PEI est
un atome d’azote participant a un
groupement amine protonable. Ce
polymeére cationique, dont les amines
sont incomplétement protonées au
pH physiologique, fonctionnerait
dans les endosomes comme une
éponge a proton aux propriétés
endosomolytiques [12].

Faut-il ajouter
un adjuvant

a la formulation
de I’ADN ?

L’amélioration des performances des
vecteurs synthétiques passe égale-
ment par I’ajout ou la greffe de molé-
cules possédant des fonctions parti-
culieres (figure 2). Ces adjuvants
peuvent remplir diverses fonctions.

Adjuvants pour la mise en solution
des lipides

L’utilisation de DOPE ou de choles-
térol, par exemple, est courante
pour la mise en solution de lipides
trés hydrophobes, ou pour obtenir
des liposomes. Certains lipides ne

forment pas spontanément des mmmm
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bicouches lipidiques, ce qui rend
nécessaire 'ajout de tels colipides. Il
a été montré que, par un mécanisme
non é€élucidé, la DOPE accroissait
I'efficacité de transfert de geéne
relayé par le Transfectam (DOGS)
dans le cerveau [14], et que le cho-
lestérol semblait améliorer le pou-
voir transfectant dans le poumon de
lipoplexes injectés par voie intravei-
neuse.

Augmentation de Pefficacité
de transfection

Des molécules possédant une fonc-
tion fusiogeéne, c’est-a-dire capable
d’induire une déstabilisation des
membranes en vue de favoriser la
libération intracellulaire des plas-
mides, peuvent étre couplées a des
vecteurs lipidiques [15, 16]. Dans
une autre approche, des adjuvants,
comme le dodécyl-2-(1’-imidazolyl)
propionate ou DIP [17], sont ajoutés
aux formulations lipidiques, ce qui
confére aux liposomes cationiques
un caractére «pH sensible », afin de
promouvoir la libération des lipo-
plexes hors des endosomes.

La polylysine est faiblement active
per se comme agent de transfert de
gene, et a été généralement couplée
a des molécules de phospholipides
[18] ou a des peptides fusiogenes,
afin d’augmenter 'efficacité de
transfert de géne. Le couplage de la
polylysine & des polymeres hydro-
philes tels que le poly(éthyléne gly-
col) ou le dextran, confére aux
polyplexes une meilleure solubilité
et permet une réduction de la cyto-
toxicité [19]. Enfin, I’association de
lipides cationiques et de polypep-
tides cationiques tels que la prota-
mine permet d’augmenter 'effica-
cité de transfert de géne in vivo ou
in vitro en présence de sérum [20,
21]. Ces systemes ternaires, consti-
tués d’ADN, de lipides et de poly-
meres cationiques, ont été intro-
duits par Lee et Huang [22]. Le
polymeére cationique, qui est sou-
vent la protamine ou la polylysine,
sert d’agent de condensation de
I’ADN et permet une réduction a la

<« Figure 3. Structure chimique des
lipides cationiques utilisés pour la
transfection.

m/s n°5, vol. 15, mai 99



37137$1 669-676

12/09/01 10: 47 Page 673

—p—

Diametre des lipoplexes (nm)
A

Particules Précipité
chargées
- négativement
600
400
200

Particules chargees
positivement

»

Rapport lipide cationique/ADN

Figure 4. Zones de stabilité colloidale dépendantes du rapport de charge

lipopolyamine/ADN (+/-).

fois de la taille des particules obte-
nues et de la sensibilité de I’ADN
vis-a-vis des nucléases.

Ciblage cellulaire des lipoplexes
et polyplexes

Différentes molécules peuvent étre
utilisées pour le ciblage cellulaire.
Par exemple, I'ajout de galactosides
triantennés permet, in vitro, la fixa-
tion préférentielle des particules
nucléolipidiques sur les récepteurs
des asialoglycoprotéines de cellules
d’hépatome HepG2 humaine:
I’ajout de résidus galactosylés peut
accroitre Defficacité de transfection
in vitro d'un facteur 1000 [23]. Les
polymeres cationiques, tels que le
PEI ou la polylysine, peuvent égale-
ment étre couplés a la transferrine
ou a des anticorps comme les anti-
CD3 qui permettent un ciblage via
des récepteurs cellulaires particuliers
[24].

Le couplage de transferrine pré-
sente, par exemple, un intérét pour
le transfert de gene ciblé vers les cel-
lules tumorales, qui surexpriment le
récepteur correspondant [25].

Compréhension des mécanismes
de transfection

Le couplage de marqueurs fluores-
cents tels les dérivés de la rhoda-
mine [7] permet une meilleure
compréhension des mécanismes de
formation des lipoplexes, du trafic
intracellulaire, ou permet encore
d’étudier la biodistribution des
lipoplexes aprés transfection in

vivo [26].

m/s n°5, vol. 15, mai 99

Mécanismes physico-
chimiques et cellulaires
de I'association

du vecteur a 'ADN

et de la transfection

In wvitro, les performances des lipo-
plexes ou polyplexes égalent ou
méme dépassent celles de certains
vecteurs viraux. Cependant, cela n’est
pas le cas in vivo, ou la faible efficacité
relative de transfert de geéne des vec-
teurs synthétiques, ainsi que le
manque de corrélation entre les
études de transfection in vitro et in
vivo réalisées avec ces formulations
synthétiques, ont montré l'urgence
d’acquérir une meilleure compréhen-
sion de I’ensemble des mécanismes
physico-chimiques et cellulaires
constituant le transfert de gene.

Comment caractériser
la structure physico-chimique
des lipoplexes/polyplexes ?

Les principales méthodes d’analyse
des particules sont fondées sur les
techniques de diffusion quasi élas-
tique de la lumiére, de microscopie
électronique, de dichroisme circu-
laire, ou de diffusion de rayons X.

Peu de données sont aujourd’hui dis-
ponibles sur la structure des lipo-
plexes et des polyplexes. Brievement,
I’ADN, molécule polyanionique,
interagit par des liaisons électrosta-
tiques avec le vecteur cationique
pour former une particule ADN-
lipide (ou polymeére) cationique
d’environ 40 a 150 nm de diameétre,
selon les formulations [13]. Selon la
nature du vecteur cationique, 'ADN

o

peut étre recouvert d’'une double
couche lipidique en une structure
allongée tubulaire [27, 28], ou parti-
ciper a la formation de particules
sphériques ou des molécules d’ADN
sont intercalées entre des bicouches
lipidiques avec une périodicité de 6 a
8 nm [29, 30]. L’ajout d’ADN a une
solution de liposomes ou de micelles
de lipides cationiques semble, de
facon relativement générale, provo-
quer une réorganisation des lipides
en une structure multilamellaire.
L’ADN y est compacté et protégé des
forces mécaniques ou biologiques
telles que l'action des DNases extra-
cellulaires.

Lors de la production de complexes
ADN/vecteur, les quantités respec-
tives d’ADN et de vecteur cationique,
ainsi que la nature du solvant et le
mode opératoire doivent étre rigou-
reusement déterminés. Ces para-
metres influent sur la structure des
particules obtenues et sur I'efficacité
de transfection. Ainsi, I'importance
de la force ionique du solvant ou
celle du mode opératoire [31] ont été
récemment soulignées. De méme,
Pitard et al. [30] ont montré la pré-
sence de trois zones de stabilité col-
loidale, dépendantes du rapport de
charge lipopolyamine/ADN (+/-), et
ou les particules obtenues portent
une charge globale respectivement
négative, neutre ou positive (figure 4).

Comment les lipo-polyplexes
pénetrent-ils dans les cellules ?

De nombreuses études ont été
récemment menées pour mieux com-
prendre comment ’ADN pénetre
dans les cellules, traverse le cytosol,
et entre dans le noyau. Apres interac-
tion électrostatique des particules
ADN-vecteur cationique avec les
membranes cellulaires possédant une
charge globale négative, 'entrée des
particules dans les cellules procede
vraisemblablement par endocytose. Il
a en effet été montré que (1) la chlo-
roquine et la cytochalasine B, deux
inhibiteurs de I’endocytose, sont
capables de moduler une transfec-
tion relayée par des liposomes catio-
niques ou par la polylysine [32, 33],
et que (2) des lipoplexes ont été
détectés dans des vésicules d’endocy-

tose, ou endosomes, par microscopic
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électronique ou microscopie de fluo-
rescence [18, 34]. Cependant, des
arguments en faveur d’un passage
par fusion au niveau de la membrane
plasmique ont été également présen-
tés. En particulier, il a été montré
que (1) des complexes ADN/lipides
fluorescents sont capables de mar-
quer la surface cellulaire [4]; (2) des
liposomes formés de DOTMA et de
DOPE fusionnent avec des liposomes
chargés négativement comportant de
la phosphatidylsérine, qui représen-
tent des modeles de membranes cel-
lulaires [35]. Quoi qu’il en soit,
I’ADN pénétre «habillé » par le vec-
teur cationique, et son trafic intracel-
lulaire dépendra a la fois du mode de
pénétration dans les cellules et de la
nature du vecteur cationique utilisé.

Trafic intracellulaire et pénétration
dans le noyau cellulaire

Le trafic cytosolique et I'import
nucléaire de plasmides constituent
les étapes limitantes du transfert de
geéne par les vecteurs non viraux
[34]. 11 est reconnu que des molé-
cules internalisées par endocytose se
retrouvent dans des vésicules endoso-
miques qui s’acidifient et fusionnent
avec des lysosomes, ce qui a pour
conséquence la dégradation enzyma-
tique et chimique des molécules
endocytosées. Il est donc essentiel,
dans le cas du transfert de géne, que
I’ADN soit libéré des endosomes
avant leur acidification. Ce méca-
nisme de libération de ’ADN pour-
rait se produire par la déstabilisation
de la membrane endosomique par
les chaines hydrophobes des lipides
cationiques ou neutres lorsque de la
DOPE est utilisée [36], alternative-
ment ou par un mécanisme d’épon-
ge a protons [12, 28, 37] inhérent
aux lipopolyamines et surtout au PEI,
dont tous les groupements amines ne
sont pas acidifiés au pH physiolo-
gique. En effet I’acidification des
endosomes est créée par un méca-
nisme de pompe a protons qui
s’accompagne d’un flux entrant de
contre-ions chlorure, et la titration
des protons par les amines non pro-
tonées résulte vraisemblablement en
un choc osmotique lié & 'accumula-
tion des ions chlorure et provoquant
la déstabilisation des endosomes.

Le devenir intracellulaire des lipo-poly-
plexes semble différent selon I’emploi
de polymeres ou de lipides catio-
niques. Des expériences récentes de
micro-injection ont montré que les
polymeres cationiques jouaient un role
essentiel dans la migration cytoplas-
mique de 'ADN vers le noyau [38]. En
revanche, ’ADN doit étre libéré des
lipides cationiques avant son entrée
dans le noyau, car la micro-injection de
lipoplexes dans le noyau ne conduit
pas a 'expression du transgene [38].
Cette dissociation de I'ADN et des
lipides cationiques pourrait procéder
d’un échange entre ’ADN et des
composants cellulaires anioniques.
Toutefois, cette hypothese n’a pas
encore été vérifiée. Dans tous les cas,
I’expression du transgéne ne semble
pas nécessiter la division cellulaire,
laquelle s’accompagne de la rupture
de la membrane nucléaire, mais est
toutefois favorisée par celle-ci.

Ainsi, si peu d’informations concer-
nant le trafic intracellulaire et
I’'import nucléaire de ’ADN sont
aujourd’hui disponibles, il apparait
néanmoins, a la lumiére des derniéres
études réalisées, que ces deux étapes
sont limitantes. Le développement de
futurs vecteurs non viraux devra pas-
ser par une meilleure maitrise de ces
éléments, comme par exemple l'utili-
sation de séquences de ciblage
nucléaire telles que les NLS [39, 40].

Applications du transfert
de géne non viral

La faible corrélation observée ces der-
niéres années entre les résultats issus
d’études in vitro et in vivo a été a 1’ori-
gine d’une généralisation de la réalisa-
tion d’essais in vivo pour la plupart des
nouvelles formulations. L’administra-
tion des vecteurs non viraux s’effectue
généralement de facon locale, essen-
tiellement: (1) intratrachéale pour des
affections telles que la mucoviscidose
[8, 41]; (2) intratumorale par admi-
nistration de génes apoptotiques [42]
ou responsables de la synthése de cyto-
kines [43]; (8) intracranienne pour
I’étude de modeéles de la maladie de
Parkinson par exemple [44]; ou
encore (4) intra-artérielle pour les
modeles de resténose [45].

L’injection systémique de lipoplexes
ou polyplexes revéet, quant a elle, une

o

importance fondamentale pour
atteindre 'ensemble du systéme endo-
thélial, ou encore les métastases tumo-
rales non resécables. Injectés dans la
circulation, les lipoplexes semblent
avoir un tropisme particulier pour les
organes tels que le foie, les reins [46],
ou encore les cellules endothéliales des
capillaires du poumon, des ovaires, de
I'hypophyse ou des tumeurs [47].

Le transfert de géne par voie systé-
mique souffre cependant d’un relatif
manque d’efficacité. Cela pourrait
étre da au fait que les lipoplexes
interagissent fortement avec des pro-
téines du sérum, et sont internalisés
par les cellules du systéeme réticulo-
endothélial. Afin de s’absoudre de
ce dernier probléme, des stratégies
fondées sur I'utilisation de vecteurs
synthétiques anioniques, ou de vec-
teurs cationiques recouverts de poly-
meres hydrophiles ont été dévelop-
pées. Ces derniers types de vecteurs
présentent une meilleure biodispo-
nibilité, mais doivent étre associés a
des éléments de ciblage cellulaire
pour permettre le franchissement
des membranes cellulaires par endo-
cytose relayée par un récepteur. Ces
récepteurs peuvent étre, dans le cas
d’études en oncologie par exemple,
le récepteur du folate [48], le récep-
teur c-kit, ou encore les récepteurs
des facteurs EGF (epidermal growth
factors) ou c-erb-2 [42].

I Conclusions

Si seulement 60 essais cliniques
environ ont été ou sont fondés a ce
jour sur I'utilisation de vecteurs syn-
thétiques, les derniers progres réali-
sés dans la conception de nouveaux
vecteurs en termes d’efficacité de
transfert, de biodisponibilité, de
réduction de la cytotoxicité, et de
ciblage cellulaire sont encoura-
geants. Depuis le développement de
la premiere formulation synthé-
tique, le DOTMA [4], la thérapie
génique non virale n’a certes pas
connu de révolution. Cependant,
une meilleure compréhension des
mécanismes physico-chimiques
controlant I’association ADN-vec-
teur synthétique, la stabilité dans le
sérum, et la capacité d’interaction
et de franchissement des mem-
branes cellulaires, a permis une évo-
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lution vers la rationalisation de la
conception de nouveaux vecteurs.
Le vecteur synthétique idéal pour
toutes les situations n’existe pas, mais
ce vecteur devra étre choisi en fonc-
tion de l'objectif a atteindre, selon
qu’il s’agisse de transfert de gene in
vitro ou in vivo, et selon le type cellu-
laire et le mode d’administration.
Une alternative intéressante a I'utilisa-
tion de vecteurs synthétiques est
I'emploi de méthodes physiques pour
la transfection. Certaines techniques,
comme celle dite du gene gun, permet-
tent d’augmenter lefficacité de trans-
fert de gene dans le muscle et dans dif-
férents tissus [49-51]. Plusieurs essais
cliniques de phase I faisant usage de
cette technique sont actuellement en
cours. Le tissu musculaire et les
tumeurs sont également des cibles inté-
ressantes pour le transfert de genes uti-
lisant les champs électriques: I'électro-
transfert semble étre une méthode de
choix pour certaines applications de la
thérapie génique [52-56] B
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