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ARNi = ARN interférence 

miARN/siARN = microARN/small interfering ARN – courtes séquences d’ARN interférent 

ARNm = ARN messager 

UTR = UnTranslated Regions – régions non-traduites d’un ARNm 

PEI = PolyÉthylène Imine – polymère cationique 

CPP = Cell Penetrating Peptide – peptide favorisant l’internalisation dans les cellules 

SNALP = Stable Nuceic Acid Lipid Carrier – nanovecteur liposomal pour le transport de séquences 

d’acides nucléiques 

SLN = Solid Lipid Nanoparticles – particules lipidiques possédant un cœur hydrophobe cristallin 

NLC = Nanostructured Lipid Carriers – particules lipidiques possédant un cœur hydrophobe n’étant 

pas totalement cristallin 

LNP/cLNP = Lipid NanoParticles/cationic Lipid Nanoparticles – Nanoparticules lipidiques 

FXX = Formulation de nanoparticules LNP possédant un diamètre moyen de XX nanomètres 

PEG = PolyÉthylène Glycol – polymère neutre 

DOTAP = 1,2-DiOleoyl-3-TrimethylAmmonium-Propane – lipide cationique 

DOPE = 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine – lipide fusogène 

DLS = Dynamic Light Scattering – technique d’analyse spectroscopique par diffusion dynamique de la 

lumière 

PDI = PolyDispersity Index – distribution d’une population de particules en taille 

DOE = Design Of Experiment – plan d’expérience associé à une démarche mathématique 

R² = coefficient de détermination – c’est un indicateur qui permet de juger la qualité d’une régression 

linéaire, simple ou multiple. D’une valeur comprise entre 0 et 1, il mesure l’adéquation entre le 

modèle et les données observées. 

rpm = rotation par minute 

rapport molaire N/P = rapport du nombre de groupement ammonium N, provenant des lipides 

cationiques, sur le nombre de groupement phosphate P provenant des acides nucléiques – 

équivalent à un rapport « charge positive » sur « charge négative » 

GFP = Green Fluorescent Protein – protéine de fluorescence verte 

NGF = Nerve Growth Factor – facteur de croissance du tissu nerveux 

WST-1 = Water Soluble Tretrazolium salt – sels de tétrazolium utilisés pour la détermination de 

l’activité mitochondriale lors de tests de cytotoxicité  

LDH release = Lactate DeHydrogenase release – mesure permettant d’établir le niveau d’intégrité 

membranaire lors de tests de cytotoxicité  

CFE = Colony Forming Efficiency – mesure de la capacité des cellules à former des colonies après 

incubation avec une molécule d’intérêt afin d’établir un profil de cytotoxicité  
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Résumé :  

L’ARN interférence est un mécanisme d'inhibition post-transcriptionnel, capable de réguler 

l'expression des gènes.  Ce mécanisme endogène, activé par l'intermédiaire d’ARN interférents, peut 

être détourné après transfection de cours fragments d'ARN synthétiques, notamment les siARN. 

Cette technique autorise ainsi le ciblage spécifique de l'ensemble des gènes composant le génome, 

dont l'extinction transitoire permet d'étudier à la fois leurs fonctions, mais aussi de découvrir de 

nouvelles cibles thérapeutiques ou de nouveaux biomarqueurs. Ce très fort potentiel pour la 

recherche in vitro se retrouve également in vivo, où l'ARN interférence peut être directement utilisé 

comme agent thérapeutique pour des situations pathologiques telles que les cancers, les infections 

ou les maladies systémiques. Cependant, la délivrance intra-cytoplasmique des ARN interférents 

exogènes est nécessaire pour déclencher ce mécanisme de régulation. À l’heure actuelle, en dépit de 

nombreuses méthodes de transfection développées dans la littérature, cette étape de délivrance 

reste une limite importante selon les applications envisagées. 

En ce sens, ces travaux de thèse ont permis de développer un nouveau vecteur à base de 

nanoparticules lipidiques cationiques, les cLNP, dédié à la transfection cellulaire de siARN. Cette 

formulation de cLNP a été adaptée, à l’aide d’un plan d’expérience, d’une formulation neutre de LNP 

permettant l’encapsulation de molécules lipophiles pour des applications en imagerie de 

fluorescence et/ou de délivrance de médicaments liposolubles. Les caractérisations physico-

chimiques des particules cLNP ont démontré une très forte stabilité colloïdale, à la fois pour  dans les 

tampons aqueux et dans les milieux de culture cellulaire complémentés par du sérum. En outre, ces 

nano-vecteurs se sont avérés extrêmement efficaces pour établir et conserver des liaisons 

électrostatiques avec des siARN, permettant ainsi d'obtenir rapidement des complexes démontrant 

une stabilité élevée dans le temps. Les efficacités d'inhibition fonctionnelle de ces nanoparticules ont 

été testées avec succès sur 3 lignées cellulaires différentes (PC3, HeLa et U2OS). L'ensemble des 

résultats obtenus confirme le fort potentiel de ce nouveau nano-vecteur, en termes d'inhibition 

fonctionnelle et d'absence de cytotoxicité, et le  positionne parmi les meilleurs agents de 

transfection commerciaux testés. Ces caractéristiques sont complétées par des capacités de multi-

modalité, dont la possibilité d'encapsuler dans le cœur des particules des drogues ou des 

fluorophores lipophiles. Enfin, des tests préliminaires réalisés sur des cellules considérées comme 

difficile à transfecter (cellules primaires, cellules non-adhérentes, neurones), ou sur des structures 

cellulaires tridimensionnelles plus complexes, ouvrent de nouvelles perspectives extrêmement 

prometteuses. 
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Abstract 

 

RNA interference is a post-transcriptional inhibition mechanism, inducing the specific regulation of 

gene expression. This endogenous mechanism can be triggered by the transfection of exogenous 

interfering RNA fragments, including siRNA. This technique allows specific targeting of all the genes 

making up the genome, whose temporary extinction allows for the study of their function. This 

technique can also now be used to discover new therapeutic targets and new biomarkers. This strong 

research potential in vitro is also found in vivo, whereby RNA interference can be used directly as a 

therapeutic agent for pathological conditions such as cancer, infections orsystemic diseases. 

However, the cytoplasmic accessibility of exogenous siRNA is required to trigger the mechanism of 

regulation. Currently, despite numerous transfection methods developed in the literature, this step 

in siRNA delivery remains an important limitation for any envisaged application. 

Considering this limitation, this thesis aimed to develop a new cationic lipid-based carrier, cLNP, 

dedicated to cell transfection. Using a design of experiment, this formulation of cLNP was adapted 

from a neutral formulation encapsulating lipophilic molecules previously used for applications in 

fluorescence imaging and/or drug delivery. The physicochemical characterization of the cLNP 

particles showed strong colloidal stability, both in aqueous buffers and in cell culture media 

supplemented with serum. In addition, these nanovectors have proven extremely efficient in 

establishing and maintaining of electrostatic bonds with siRNA, thereby yielding complexes with high 

stability over time. Functional inhibition efficiencies of these nanoparticles have been successfully 

tested on three different cell lines (PC3, HeLa andU2OS). The overall results confirmed the high 

potential of this new nano-vector, in terms of functional inhibition and absence of cytotoxicity, and 

ranks among the better commercial transfection reagents tested.These features are complemented 

by multimodality abilities, including the encapsulation of drugs or lipophilic fluorophores. Finally, 

preliminary tests on difficult-to-transfect cells (primary cells, non-adherent cells, neurons) or three-

dimensional cellular structures opened new promising perspectives. 
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Le cancer est la principale cause de décès dans le monde, en atteste les rapports les plus 

récemment fournis par l’agence internationale pour la recherche lors du projet GLOBOCAN qui, en 

2012, a recensé 8,2 millions de décès dus à cette cause, soit 0,6 million de plus en quatre ans [1, 2]. 

Une estimation a d’ailleurs prédit une augmentation d’environ 40% du nombre de décès dû à ce type 

de pathologie dans les quinze prochaines années. Les cancers sont caractérisés par des mutations 

géniques induisant une croissance cellulaire incontrôlée, associées à des tumeurs malignes 

envahissant les tissus voisins ou à distance. Actuellement, le traitement conventionnel pour ce type 

de pathologie implique des interventions chirurgicales, des chimio- et/ou radiothérapie, seules ou en 

combinaison. Cependant, des effets secondaires importants sont associés à ces types de traitement 

qui, dans de nombreux cas, démontrent une efficacité limitée. En effet, les faibles taux de réponse à 

ces thérapies peuvent être dus à une incompatibilité génétique, une accessibilité difficile des 

tumeurs, une sévère toxicité ou même une combinaison de tous ces éléments. 

Les mutations géniques causant les cancers entraînent des modifications très complexes 

des fonctions cellulaires, pouvant alors affecter de multiples voies biologiques. Par conséquent, l’un 

des défis émergeant pour un traitement efficace du cancer consiste à déterminer et cibler les 

mécanismes pathogènes spécifiquement impliqués. Cependant, la plupart des cancers possédant un 

code génétique unique, de nombreux mécanismes peuvent être mis en cause, rendant alors souvent 

les traitements conventionnels inefficaces [3]. En raison de cette forte hétérogénéité, il devient 

primordial de considérer chaque cancer comme des maladies uniques, y compris ceux impliqués dans 

le même tissu et/ou possédant la même classification [4-6]. Ainsi, pour améliorer la spécificité du 

traitement et ainsi soigner des maladies génétiques telles que le cancer, une approche considérant 

une médecine personnalisée devient judicieuse [4, 5]. Cette démarche exige une compréhension des 

mécanismes pathogènes spécifiques et la préparation de traitements adaptés pour chaque patient 

[4, 5]. La révolution dans le domaine « omics » (génomique, protéomique, métabolomique entre 

autres) offre des outils pour l’identification des gènes spécifiques et de leurs produits plus ou moins 

impliqués dans une pathologie. Dans le meilleur des cas, l’idéal serait alors de cibler spécifiquement 

les gènes dont l’expression induit un phénotype pathologique et de le réguler afin de rétablir une 

expression basale, sans affecter l’expression des gènes non-impliqués dans l’état pathologique. 

 

L’émergence du mécanisme d’ARN interférence apparaît alors comme une solution 

attractive pour répondre à ces problématiques. Ce mécanisme d’inhibition post-transcriptionnelle 

autorise une action régulatrice spécifique sur un gène ciblé en agissant au niveau de son ARN 

messager. Ainsi, cette stratégie permet d’isoler les gènes impliqués dans les pathologies étudiées, 
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trouvant ainsi des biomarqueurs associés pour un diagnostic précoce et des cibles thérapeutiques en 

vue d’un traitement spécifique. En effet, la régulation spécifique de différents gènes permet de 

montrer lesquels induisent le phénotype de la pathologie étudiée, démontrant leur rôle 

prépondérant dans le déclenchement de la maladie. Ces gènes peuvent alors être le témoin d’un état 

pathologique ou même des cibles à réguler lors de traitements. En outre, le caractère ubiquitaire des 

enzymes impliquées dans l’ARN interférence permet une utilisation générique de ce mécanisme pour 

l’étude de nombreuses pathologiques d’origine variée autre que les cancers (infections, maladies 

systémiques, maladies congénitales, virus, …). Il est alors nécessaire de comprendre ce mécanisme et 

ses limites, notamment la nécessité de transporter des séquences d’ARN interférents exogènes 

spécifiques pour induire la régulation de l’expression du gène ciblé. 

 

Ainsi, nous rapporterons la nécessité de développer une stratégie permettant le transport 

de ces ARN interférents. Différentes techniques sont d’ailleurs développées dans la littérature pour la 

transfection des ARN interférents. Notamment, les nanotechnologies suscitent un intérêt particulier 

dans ce but : le caractère nanométrique de tels vecteurs apporte des propriétés physiques, 

chimiques et biologiques intéressantes, en particulier un effet de surface prépondérant [7]. De tels 

vecteurs sont en effet utilisés depuis de nombreuses années pour la vectorisation de molécules 

pouvant être des agents de contraste et/ou des principes actifs [8, 9]. Dès lors, une transposition 

pour la vectorisation de matériel génétique, en particulier pour les ARN interférents, est possible et 

déjà explorée par de nombreuses équipes. Par ailleurs, les nanoparticules peuvent être de 

compositions très différentes afin de s’adapter aux problématiques proposées (inorganiques, 

peptidiques, polymériques, lipidiques). Dans le cadre de la transfection d’ARN interférent, plusieurs 

applications peuvent être envisagées in vitro et/ou in vivo, induisant la nécessité d’un vecteur 

versatile pouvant s’adapter aux différentes conditions et aux caractéristiques exigées, notamment en 

termes de stabilité, de furtivité ou encore d’innocuité. 

 

En ce sens, l’objectif de ces travaux de thèse consiste à développer un nanovecteur 

lipidique démontrant un caractère générique pour la transfection de courtes séquences d’ARN 

interférents. Au cours de ce manuscrit, nous rapportons ainsi notre stratégie et nos travaux afin 

d’optimiser la composition d’un vecteur [10, 11], initialement formulé en tant qu’agent de contraste, 

et d’adapter les caractéristiques à la vectorisation de séquences d’acides nucléiques. Dès lors, quelles 

sont les caractéristiques qu’il est nécessaire de développer pour la formulation d’un vecteur adapté à 

toutes les conditions ? Une utilisation in vitro sur de nombreux ARN interférents différents exigent 
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une formulation autorisant une association rapide et post-formulation avec le vecteur. Une stratégie 

où le vecteur ne peut être associé qu’à un unique ARN interférent sera évitée dans notre étude. En 

outre, des caractéristiques d’innocuité cellulaire élevée et de maîtrise de la distribution sont 

nécessaires afin de contrôler la délivrance des séquences d’acides nucléiques. Ces propriétés 

peuvent représenter des avantages majeurs pour une transposition vers des applications in vivo, 

notamment par l’intérêt d’adapter les gammes de travail sans affecter la viabilité cellulaire. Par 

ailleurs, les particules étudiées au cours de ces travaux de thèse s’appuyant sur une formulation 

encapsulant des fluorophores lipophiles, et utilisée comme agent de contraste, des perspectives de 

multifonctionnalité sont offertes et peuvent présenter un avantage majeur, notamment dans un but 

de délivrance multiple. 
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Ce chapitre introductif s’attache à expliquer le fonctionnement et le potentiel d’un mécanisme de 

régulation qui est rapidement devenu l’un des centres d’attention majeur de la communauté scientifique : 

l’ARN interférence (ARNi). Notre étude porte d’ailleurs sur la délivrance de petites séquences d’acides 

nucléiques directement impliquées dans ce mécanisme, les siARN (small interfering ARN). Ainsi, les 

perspectives autorisées par l’utilisation de telles molécules seront présentées, notamment pour la recherche 

de nouveaux biomarqueurs et/ou de nouvelles cibles thérapeutiques. Les limites inhérentes à la 

transfection, consistant au transport d’acide nucléique dans la cellule, seront mises en avant afin de prouver 

l’intérêt de développer un vecteur dont les caractéristiques seraient en adéquation avec les applications 

ciblées in vitro et/ou in vivo. 

 

1. Le mécanisme d’ARNi 

1.1. Généralités 

À chaque étape de sa vie, une cellule doit réguler de façon précise l’expression de son information 

génétique. Pour comprendre les mécanismes qui régissent le comportement cellulaire, en particulier l’ARN 

interférence, il est nécessaire de faire un rappel général sur le fonctionnement de la cellule [1], ainsi que sur 

la structure de la cible de ce mécanisme singulier : l’ARN messager (ARNm).  

 

1.1.1. De l’ADN à l’expression de la protéine 

Pour passer du gène contenu dans l’ADN à la protéine, plusieurs étapes sont nécessaires (Figure I-

1). La première étape, la transcription, voit la formation d’ARN messager, intermédiaire entre l’ADN du 

génome et la protéine correspondant au gène transcrit.  

Au cours de cette étape se déroulant au sein du noyau de la cellule, un complexe 

multienzymatique, appelé ARN polymérase, déroule les deux brins d’ADN en aval d’une séquence 

promotrice en s’appuyant sur l’activité hélicase de l’une de ses sous-unités. S’en suit l’étape de transcription, 

c’est-à-dire de synthèse d’un ARN complémentaire au brin non-codant (ou anti-sens) : l’addition séquentielle 

de ribonucléotides s’effectue jusqu’à la reconnaissance de signaux spécifiques, dont le signal de 

polyadénylation. Un ARN pré-messager monobrin est ainsi libéré sous l’action de divers facteurs. Cet ARN 

pré-messager subit alors des étapes de maturation pour devenir un ARNm pouvant transiter vers le 

compartiment cytoplasmique où il devient le support de la traduction. 

Au niveau du cytoplasme, l’ARNm est pris en charge par un complexe ribonucléoprotéique, le 

ribosome, dont l’action permet l’assemblage de séquences d’acides aminés suivant un ordre précis dicté par 

le code génétique : chaque codon, définition d’un groupe de trois nucléotides de l’ARNm, correspond à un 

acide aminé précis. Ainsi, suite au début de la traduction autorisé par un codon initiateur (AUG pour 
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adénine-uracile-guanine), le ribosome parcourt le brin d’ARNm codon par codon ajoutant, après la lecture 

de chacun d’eux, un acide aminé spécifique à la protéine par l’intermédiaire d’un ARN de transfert (ARNt). 

Trois codons possèdent un code signalant l’arrêt de la traduction, les codons stop (UAA, UGA et UAG) : une 

fois reconnue par le ribosome, cette macromolécule se détache du brin d’ARNm et de la protéine qui est 

libérée dans l’organisme. 

 

 

Figure I-1. De l’ADN à la protéine : illustration des différentes étapes à partir de l’ADN contenu dans le noyau de la 

cellule jusqu’à la formation des protéines dans le cytoplasme.  

 

Au cours de ces différentes étapes, plusieurs mécanismes permettent d’agir sur la synthèse d’une 

protéine afin d’augmenter ou d’inhiber son expression. Ainsi, des régulations peuvent s’exercer sur 

différents niveaux :  

- transcriptionnel : des séquences régulatrices de l’activité des promoteurs et 

des facteurs de transcription favorisant le recrutement des ARN polymérases ;  

- post-transcriptionnel : ces régulations agissent au niveau de l’ARNm au 

travers de ses étapes de maturations et/ou en s’appuyant sur un mécanisme dégradant ces 

séquences tel que l’ARNi ; 

- co-traductionnel : à ce niveau, la régulation a pour but de bloquer les 

mécanismes de traduction, notamment en empêchant la fixation des ribosomes ; 
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leur structure est nécessaire (Figure I

de fin de traduction (en vert), l’ARN messager présente une organisation particulière [1].

 

Figure 2. L’ARN messager : Structure des différentes parties composant un ARN messager après les différentes étapes 

de maturation (d’après Chanoine et Charbonnier, 2010 [1]).

 

La séquence codante est encadrée par deux régions qui ne seront pas traduites (

Region ou UTR), appelées 3’UTR (rose

procaryotes et les virus ont une grande importance dans la régulation de l'expression d'un gène. En effet, 

l’interaction de ces régions de l’ARNm avec des protéines régulatrices et certains ARN interférents contribue 

aux régulations post-transcriptionnelles. Ces interactions entre l’ARNm et les facteurs de régulation 

permettent le contrôle du transport, de la localisation, de la stabilité

des modifications apportées sur ces régions UTR peuvent engendrer un effet majeur sur la stabilité des 

ARNm et, a fortiori, sur leur activité traductionnelle.

Chez les eucaryotes, l’extrémité 5’ de l’ARNm subit une série de modification entraînant la 

formation de la coiffe (rouge) dont le rôle est de stabiliser l’ARNm en le protégeant contre l’action de 
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eucaryotes supérieurs) formant la queue poly(A). Cette extrémité intervient essentiellement dans le 
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quantité de protéine active par régulation de leur fonction ou de leur stabilité (clivage 

protéolytique, glycosylation, protéolyse sélective, …) [2]. 

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes concentrés sur une régulation post

traductionnelle, l’ARN interférence, dont l’action cible spécifiquement les ARNm et 

L’ARNm, cible de l’ARN interférence 

d’appréhender les mécanismes pouvant altérer l’intégrité des ARNm, la compréhension de 

leur structure est nécessaire (Figure I-2). Outre la séquence codante délimitée par les codons d’initiation et 

de fin de traduction (en vert), l’ARN messager présente une organisation particulière [1].

 

Structure des différentes parties composant un ARN messager après les différentes étapes 

de maturation (d’après Chanoine et Charbonnier, 2010 [1]). 

La séquence codante est encadrée par deux régions qui ne seront pas traduites (

rose) et 5’UTR (jaune). Ces deux régions retrouvées chez les eucaryotes, les 

procaryotes et les virus ont une grande importance dans la régulation de l'expression d'un gène. En effet, 

de l’ARNm avec des protéines régulatrices et certains ARN interférents contribue 

transcriptionnelles. Ces interactions entre l’ARNm et les facteurs de régulation 

permettent le contrôle du transport, de la localisation, de la stabilité et de la traduction de l'ARNm. Ainsi, 

des modifications apportées sur ces régions UTR peuvent engendrer un effet majeur sur la stabilité des 

, sur leur activité traductionnelle. 

Chez les eucaryotes, l’extrémité 5’ de l’ARNm subit une série de modification entraînant la 

formation de la coiffe (rouge) dont le rôle est de stabiliser l’ARNm en le protégeant contre l’action de 

ribonucléases. La coiffe intervient également dans l’export de l’ARNm dans le cytoplasme et dans le 

recrutement des ribosomes pour la traduction.  

Enfin, l’extrémité 3’ des ARNm consiste en une répétition adénines (noir) (jusqu’à 250 chez les 

eucaryotes supérieurs) formant la queue poly(A). Cette extrémité intervient essentiellement dans le 
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ces régulations visent essentiellement à contrôler la 
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2). Outre la séquence codante délimitée par les codons d’initiation et 

de fin de traduction (en vert), l’ARN messager présente une organisation particulière [1]. 

 

Structure des différentes parties composant un ARN messager après les différentes étapes 
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procaryotes et les virus ont une grande importance dans la régulation de l'expression d'un gène. En effet, 

de l’ARNm avec des protéines régulatrices et certains ARN interférents contribue 

transcriptionnelles. Ces interactions entre l’ARNm et les facteurs de régulation 

et de la traduction de l'ARNm. Ainsi, 

des modifications apportées sur ces régions UTR peuvent engendrer un effet majeur sur la stabilité des 

Chez les eucaryotes, l’extrémité 5’ de l’ARNm subit une série de modification entraînant la 

formation de la coiffe (rouge) dont le rôle est de stabiliser l’ARNm en le protégeant contre l’action de 

de l’ARNm dans le cytoplasme et dans le 

Enfin, l’extrémité 3’ des ARNm consiste en une répétition adénines (noir) (jusqu’à 250 chez les 

eucaryotes supérieurs) formant la queue poly(A). Cette extrémité intervient essentiellement dans le 
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recrutement et la fixation de protéines spécifiques pour l’export nucléaire, la protection contre les 

ribonucléases et la traduction. 

Pour rejoindre le compartiment cytoplasmique et être traduit en protéine, l’ARNm requiert le 

maintien de son intégrité. Cependant, à travers la description des différentes régions comprises dans la 

séquence d’ARNm, la stabilité de cette molécule semble dépendante de nombreux facteurs. Une altération 

de l’une de ces régions peut donc induire une certaine  instabilité limitant la fixation des ribosomes, et ainsi 

la traduction en protéine. L’importance de ces régions entourant la séquence codante permet de 

comprendre les possibilités d’interaction avec les régulateurs post-transcriptionnels, notamment dans le 

mécanisme d’ARN interférence utilisé dans cette étude. 

 

1.2. Historique : découverte et compréhension du mécanisme d’ARNi 

1.2.1. Les premières observations prometteuses 

L’ARN interférence (ARNi) est un mécanisme endogène ayant révolutionné les études sur la 

compréhension du génome au cours des deux dernières décennies (Figure I-3). Napoli et Jorgensen ont été 

les premiers à rapporter ce phénomène en 1990 [3] alors qu’ils souhaitaient déterminer l’importance de la 

chalcone synthase (CHS) dans la biosynthèse des anthocyanines, des pigments végétaux chez la fleur de 

pétunia (Petunia hybrida). Afin d’apporter une coloration violette, Napoli et Jorgensen ont introduit une 

copie modifiée de cette enzyme par transgénèse pour la sur-exprimer. De manière surprenante, au lieu 

d’apporter une coloration plus intense comme escompté, certaines fleurs présentaient des pétales blancs. 

Les analyses résultantes de ces expériences montraient que ce phénomène était lié à une importante 

diminution des ARN messagers de la CHS. L’hypothèse émise, suite à ces observations, propose une co-

suppression simultanée des gènes endogènes et exogènes de la CHS induite par l’introduction du transgène. 

Un parallèle fut réalisé avec une étude décrite par Van der Krol [4] : la transgénèse d’un brin d’ARN 

simple brin antisens exogène permettait une hybridation par complémentarité avec le brin sens endogène. 

Cet appariement inhibait la traduction de l’ARNm ciblé et offrait dès lors un outil intéressant pour les études 

de génétique inverse, en cherchant à comprendre la fonction des gènes par l’observation de l’évolution du 

phénotype. En complément de ces premières études réalisées sur les végétaux, des observations similaires 

ont été rapportées sur les champignons (Naurospora crassa) dès 1992 [5] et sur l’animal (Caenorhabditis 

elegans) dès 1995 [6].  

 

1.2.2. La compréhension de l’ARNi : vers le prix Nobel 

En 1998, Fire et Mello ont publié un article qui est devenu une référence dans la compréhension du 

mécanisme d’ARN interférence [7] les récompensant seulement huit ans après par le prix Nobel de 

physiologie et de médecine (Figure I-3). En travaillant sur les nématodes C.elegans, ils ont testé l’hypothèse 
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selon laquelle l’élément déclencheur de l’inactivation du gène n’était pas un ARN simple brin mais un ARN 

double brin. En effet, une étude de l’inhibition du gène unc-22, codant pour une protéine contenue dans les 

myofilament, a montré une différence majeure dans l’utilisation d’ARN simple ou double brin : les tests 

d’inhibition du gène unc-22 avec 742 ARN simples brins différents ne montrent qu’une faible inhibition en 

exigeant l’utilisation de fortes concentrations. À l’inverse, les ARN doubles brins ont provoqué une inhibition 

au moins deux fois plus efficace du gène ciblé en utilisant de faibles concentrations [7]. 

Des travaux complémentaires ont permis d’affirmer le caractère post-transcriptionnel de 

l’inhibition induite par l’ARN interférence [8]. En effet, l’analyse de la séquence génomique après injection 

d’ARN doubles brins n’a montré aucune modification directe du génome. Il a également été rapporté, lors 

d’inhibition de gènes ubiquitaires, que seuls les ARNm cytoplasmiques étaient affectés par le mécanisme 

d’ARNi, excluant ainsi une action au niveau du compartiment nucléaire. Au final, l’ARNi peut être défini 

comme un processus induisant une dégradation des ARNm mature [9, 10] dans le compartiment 

cytoplasmique, sans affecter la séquence primaire du gène. 

Ces travaux décrits par l’équipe de Fire ont permis de mieux comprendre le mécanisme d’ARNi et 

d’ouvrir la voie vers l’exploration d’autres espèces telles que la drosophile, le poisson-zèbre, la grenouille, la 

souris ou encore les cellules humaines. Ce mécanisme de régulation post-transcriptionnelle se présente donc 

comme ubiquitaire intervenant chez plusieurs groupes du vivant, des plantes jusqu’à l’animal. 

 

 

Figure I-3. Évolution de l’ARNi de son observation à l’obtention du prix Nobel : le mécanisme d’ARN interférence a 

rapidement pris une ampleur importante se développant lors d’études chez toutes les espèces vivantes en seulement 

quelques années (image issue de lifetechnologies.com). 
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1.3. Le fonctionnement du mécanisme d’ARNi 

Le mécanisme d’ARN interférence est un mécanisme endogène autorisant la régulation de 

l’expression des gènes au niveau post-transcriptionnel. Cependant, l’internalisation de différents types de 

molécules exogènes peut permettre l’utilisation de ce mécanisme afin de provoquer une régulation désirée. 

Ces inducteurs exogènes du mécanisme d’ARNi sont répartis en plusieurs familles selon leur structure, le 

type cellulaire ciblé ou encore l’action engendrée au niveau de l’ARNi. 

 

1.3.1. Le mécanisme endogène 

À ce jour, les ARN interférents endogènes les plus étudiés sont les microARN (miARN), possédant 

généralement une taille de 19 à 24 nucléotides de longueur. Cependant, de nombreuses autres classes 

d’ARN interférents endogènes ont été identifiées expérimentalement, possédant chacune des longueurs et 

des caractéristiques rapportées dans la littérature. Notamment, nous pouvons citer des siARN endogènes, 

les PIWI-interacting ARN (piARN) démontrant un rôle dans les cellules germinales, les small nucleolar ARN 

(snoARN) agissant sur les ARN ribosomiaux, et bien d’autres types de molécule [16]. Dans un souci de clarté, 

nous allons décrire plus spécifiquement le mécanisme faisant intervenir les miARN. 

Ces molécules sont issues d’une transcription classique (Figure I-4) par l’ARN polymérase II 

principalement, formant des miARN primaires (pri-miARN) de plusieurs milliers de nucléotides [11]. De par 

leur longueur importante et la présence de séquences palindromiques, c’est-à-dire de séquences d’acides 

nucléiques pouvant se lire de la même façon dans les deux sens sur le brin (exemple : GAATTC – CTTAAG), les 

miARN ont la particularité d’engendrer des appariements de type Watson-Crick séparés de 

mésappariements ponctuels formant une boucle [12]. Ainsi, de courtes structures d’ARN doubles brins sont 

créées. La plupart des pri-miARN comportent plusieurs couples de séquences palindromiques et se 

présentent sous la forme d’un enchaînement de plusieurs structures ARN doubles brins d’environ 22 paires 

de base séparées par des boucles d’une dizaine de base [11]. 

La première étape de maturation de ces miARN primaires consiste à séparer ces structures 

« tige/boucle » par une endonucléase nucléaire nommée Drosha (Figure I-4). Cette étape permet d’obtenir 

un miARN précurseur (pré-miARN) sous forme d’épingle à cheveu imparfaitement appariée [11, 13]. Pour 

sortir du compartiment nucléaire et rejoindre le cytoplasme, compartiment où siège le mécanisme d’ARNi, le 

pré-miARN interagit avec un transporteur, le dimère Exportine5/Ran-GTP [11] (Figure I-4). 

Une fois dans le compartiment cytoplasmique, la protéine Dicer intervient : cette endonucléase de 

type RNAse III, découverte par l’équipe de Bernstein en 2001 [14], permet le clivage à la base de la boucle du 

pré-miARN formant des duplex d’ARN d’environ 22 paires de base, les miARN. La protéine Dicer, supportant 

le miARN, s’associe alors à d’autres protéines cytoplasmiques (TRBP, PACT et Argonaute 2 [15]) afin de 

former le précurseur du complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex). 
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Ensuite, le duplex miARN est dissocié en un brin guide (ou brin antisens), prise en charge par la 

protéine Argonaute 2, et un brin passager (ou brin sens) soumis à la dégradation par des nucléases 

cytoplasmiques : cette étape permet d’activer le complexe enzymatique RISC. La sélection du brin guide 

repose sur la stabilité thermodynamique relative des deux brins à l’extrémité 5’ : le brin le plus instable à 

l’extrémité 5’ devient le brin guide. Cette sélectio

duplex se retrouvent parfois en quantité équivalente [12].

 

Figure I-4. Les miARN endogènes dans l’ARNi

étapes leur permettant de déclencher le mécanisme d’ARNi (d’après 

 

Comme son nom l’indique, le brin guide va permettre de cibler, et d’apporter le complexe 

enzymatique, vers des séquences spécifiques de l’ARN messager

miARN sont essentiellement localisées dans les régions 3’UTR des ARNm. Un appariement imparfait de type 

Watson-Crick du miARN avec la séquence correspondante

primordial de la région d’hybridation parfaite du miARN, dite région 
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Ensuite, le duplex miARN est dissocié en un brin guide (ou brin antisens), prise en charge par la 

protéine Argonaute 2, et un brin passager (ou brin sens) soumis à la dégradation par des nucléases 

iques : cette étape permet d’activer le complexe enzymatique RISC. La sélection du brin guide 

repose sur la stabilité thermodynamique relative des deux brins à l’extrémité 5’ : le brin le plus instable à 

l’extrémité 5’ devient le brin guide. Cette sélection n’est pas toujours discriminante et les deux brins du 

duplex se retrouvent parfois en quantité équivalente [12]. 

4. Les miARN endogènes dans l’ARNi : illustration du développement endogène des miARN et des différentes 

étapes leur permettant de déclencher le mécanisme d’ARNi (d’après Ling et al., 2013 [16]). 

Comme son nom l’indique, le brin guide va permettre de cibler, et d’apporter le complexe 

s spécifiques de l’ARN messager. Chez les espèces animales, les cibles des 

miARN sont essentiellement localisées dans les régions 3’UTR des ARNm. Un appariement imparfait de type 

Crick du miARN avec la séquence correspondante de l’ARNm est réalisé avec, notamment, un rôle 
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Ensuite, le duplex miARN est dissocié en un brin guide (ou brin antisens), prise en charge par la 

protéine Argonaute 2, et un brin passager (ou brin sens) soumis à la dégradation par des nucléases 

iques : cette étape permet d’activer le complexe enzymatique RISC. La sélection du brin guide 

repose sur la stabilité thermodynamique relative des deux brins à l’extrémité 5’ : le brin le plus instable à 

n n’est pas toujours discriminante et les deux brins du 

 

illustration du développement endogène des miARN et des différentes 

Comme son nom l’indique, le brin guide va permettre de cibler, et d’apporter le complexe 

. Chez les espèces animales, les cibles des 

miARN sont essentiellement localisées dans les régions 3’UTR des ARNm. Un appariement imparfait de type 

de l’ARNm est réalisé avec, notamment, un rôle 

(du nucléotide 2 au nucléotide 8 du 
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brin antisens). En effet, pour déclencher le mécanisme d’ARNi sur un ARNm ciblé, une complémentarité 

exacte de cette séquence est nécessaire [17, 18]. 

L’appariement du miARN avec l’ARNm ciblé, au niveau de la protéine Argonaute 2, provoque un 

blocage de la traduction ou induit la dégradation de l’ARNm selon le degré de complémentarité entre les 

séquences. Une dégradation dès cette étape est entraînée par l’activité endonucléase d’Argonaute 2 si la 

complémentarité est quasi-totale. À l’inverse, si la complémentarité est insuffisante, l’ARN interférence 

s’effectue par l’inhibition de l’initiation de l’étape de traduction [19]. Il en résulte une dégradation non 

spécifique de l’ARNm ciblé par des exonucléases. 

 

Ce mécanisme d’action, décrit traditionnellement pour la région 3’UTR de l’ARNm par l’état de 

l’art, ne semble néanmoins pas exclusif [16]. En effet, des études récentes ont suggéré que les miARN 

peuvent aussi interagir par complémentarité avec l’extrémité 5’UTR des gènes codants, et ainsi provoquer 

une répression, voire même une activation traductionnelle (Figure I-4). En effet, il a été démontré que miR-

10a coopère avec l’extrémité 5’UTR des ARNm codant pour des protéines ribosomiques permettant 

d’améliorer la biogénèse des ribosomes, favorisant ainsi la synthèse globale de la protéine [16]. De même, 

les miARN peuvent cibler la séquence codante, réprimant alors la traduction des gènes ciblés (Figure I-4). Par 

ailleurs, ces ARN interférents peuvent également interagir avec des protéines de régulation telles 

qu’Argonaute 2 et FXR1 (Fragile X Mental Retardation-related protein 1), stimulant indirectement la 

traduction d’un gène cible. Il est néanmoins nécessaire de déterminer si ces mécanismes « non-canoniques » 

représentent des mécanismes généraux ou des exceptions. 

 

 

Le fonctionnement de l’ARNi à travers l’utilisation de miARN, et leur appariement imparfait sur les 

séquences d’ARNm cible, permet à la cellule de réguler plusieurs centaines de gènes cibles avec un seul 

miARN [19]. Les gènes de développement  sont d’ailleurs particulièrement sensibles à la régulation par les 

miARN. Ainsi, ces derniers sont impliqués dans d’importantes fonctions biologiques et interviendraient dans 

la régulation de l’expression d’au moins 30% des gènes chez les mammifères [12].  

De par leur rôle majeur dans la régulation post-transcriptionnelle, une dérégulation des miARN a 

été mise en évidence dans certaines pathologies. Ces ARN interférents constituent alors une cible potentielle 

dans le traitement de ces maladies. Par exemple, il est possible d’agir sur l’expression des miARN endogènes 

en utilisant notamment des inhibiteurs de ces séquences tels que les LNA (Locked Nucleic Acid), des 

analogues d’acide nucléique contenant un pont méthylène entre l’hydroxyle en position 2’ et l’atome de 

carbone en position 4’ du ribose. Des séquences d’oligonucléotides comportant ces analogues d’acide 

nucléique permettent une inhibition spécifique essentiellement par un blocage stérique [20]. C’est, par 

exemple, la stratégie adoptée par la compagnie Santaris Pharma A/S qui développe des médicaments 
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(notamment le Miravirsen), basés sur les LNA, ciblant les miARN miR-122 dans le cadre du traitement de 

l’hépatite C [21]. 

De plus, certains miARN sont soupçonnés d’agir comme des oncogènes ou des suppresseurs de 

tumeurs [19] les mettant au centre des attentions pour de futures recherches potentielles dans ce domaine. 

 

1.3.2. Le détournement du mécanisme endogène : internalisation de molécules 

synthétiques exogènes  

Une régulation de l’expression des gènes de manière post-transcriptionnelle peut être provoquée 

par l’internalisation de différents types de molécules synthétiques exogènes. Ces molécules sont des 

séquences d’acides nucléiques, de type ARN interférent, pouvant utiliser les enzymes impliquées dans l’ARNi 

afin d’inhiber des ARNm ciblés. Parmi les molécules décrites jusqu’ici, deux familles ont particulièrement 

retenu notre attention : les mimics de miARN et les siARN synthétiques exogènes.  

 

Les premières possèdent un fonctionnement similaire aux miARN endogènes, à la seule différence 

qu’ils sont directement délivrés au niveau du compartiment cytoplasmique pour être pris en charge par le 

complexe RISC. Tout comme les miARN, la complémentarité avec les différents ARNm ciblés est incomplète 

hormis pour la séquence seed qui doit autorisée un appariement parfait pour cibler l’ARNm reconnu. Zhang 

et al.ont notamment utilisé ce type de molécule dans l’étude de l’établissement de métastases dans les 

cellules tumorales pulmonaires [22]. Cette équipe a rapporté que les mimics de miARN miR-126 et miR-126* 

permettent d’inhiber notamment l’expression des facteurs 1α dérivé des cellules stromales (SDF-1α), 

entraînant une suppression du recrutement des cellules souches mésenchymateuses et des monocytes 

inflammatoires dans le stroma de la tumeur. Cette inhibition, provoquée par l’internalisation des mimics de 

miARN chez des souris porteuses de xénogreffes de tumeurs du sein, permet ainsi de diminuer les 

métastases pulmonaires [22]. 

 

En revanche, l’utilisation de siARN (ou small interfering ARN), endogènes ou synthétiques, entraîne 

quelques différences par rapport aux mécanismes médiés par les miARN (Figure I-5). Les siARN synthétiques 

se présentent généralement sous la forme de doubles brins d’ARN de 19 à 23 paires de base avec deux 

nucléotides non-appariés aux extrémités 3’. Une fois délivrée dans le compartiment cytoplasmique, ces 

séquences doubles brins sont directement prises en charge par l’endonucléase Dicer.  De la même manière 

que précédemment, Dicer s’associe de façon privilégiée avec la protéine TRBP, puis Argonaute 2 afin de 

former le complexe RISC [23, 24]. Cependant, il a été démontré qu’avec l’utilisation de siARN, l’intervention 

de la protéine Dicer n’est pas prépondérante et que le mécanisme d’ARNi peut se dérouler 

indépendamment d’elle [25, 26]. Concernant la prise en charge du double brin de siARN, l’extrémité 5’ du 

brin présentant la plus importante stabilité hydrodynamique se fixe préférentiellement à la protéine TRBP 
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fragments d’ARNm issus de cette coupure se dissocient de RISC et sont dégradés par des exonucléases non

spécifiques [30]. Le complexe enzymatique RISC peut alors être guidé par le brin antisens sur un autre ARNm
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engendrée par des siARN ciblant la proté
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Figure I-5. Les siARN synthétiques dans l’ARNi

RISC dans le recrutement des siARN, le ciblage d’un ARNm spécifique et son inhibition par une activité endonucléase. 
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interfèrent au niveau des mécanismes post
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ntes se déroulent normalement continuant de produire des ARNm. Une fois le 

vie des séquences introduites passé, la régulation provoquée n’est plus permise entraînant 
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1.4. Conclusion 

La découverte de l’ARNi a permis de mieux appréhender la régulation de l’expression des gènes au 

niveau post-transcriptionnel. L’utilisation de ce mécanisme endogène par des ARN interférents exogènes 

permet alors de provoquer l’inhibition de l’expression d’un gène ciblé de façon très spécifique. Ainsi, ces 

molécules s’avèrent pertinentes dans les études de génétique inverse ; ce type d’expérience correspond à la 

modification de gènes (par une surexpression ou une inhibition) afin d’étudier les effets sur les phénotypes. 

En effet, l’ARNi offre une alternative à l’utilisation de phénotype modifié génétiquement pour inactiver un 

ou plusieurs gènes (Knock-out ou KO). Le caractère permanent de telles modifications entraîne une 

possibilité d’adaptation que le caractère transitoire de l’ARNi permet d’éviter. Cet outil a considérablement 

accéléré la compréhension de l’action des différents gènes, en particulier ceux impliqués dans diverses 

pathologies.  

 

2. L’ARNi : un mécanisme aux multiples intérêts 

Le projet génome humain, qui a établi le séquençage complet de l’ADN chez l’Homme dès 2003, a 

permis de déterminer que 20.000 à 25.000 gènes semblaient coder pour plus de 200.000 protéines [25]. 

Mais la compréhension de leur rôle, de leur implication au niveau de la régulation ou dans certaines 

pathologies restent encore à élucider. À ce niveau, l’ARNi s’impose comme un outil très prometteur, 

notamment à travers l’utilisation de différents siARN, pour l’étude de centaines de gènes en parallèle. Ainsi, 

comme il le sera décrit dans cette partie, l’utilisation de l’inhibition post-transcriptionnelle a plusieurs 

intérêts interconnectés : comprendre la fonction des gènes, trouver de nouveaux biomarqueurs, isoler de 

nouvelles cibles thérapeutiques et enfin, développer de nouvelles thérapies basées sur ce mécanisme. 

 

2.1. Un outil pour la compréhension de la fonction des gènes 

Les informations connues sur le séquençage, corrélées à la présence de la machinerie ARNi dans 

toutes les cellules de l’organisme, ont ouvert la possibilité d’inhiber spécifiquement n’importe quel gène du 

génome humain [26, 27]. Chez les cellules à division rapide, un effet maximal de l’inhibition par ARNi est 

atteint deux à trois jours après transfection et peut durer jusqu’à une semaine. Cette inhibition persiste 

jusqu’à plusieurs semaines chez les cellules possédant un faible taux de divisions ou une absence de division 

tels que les macrophages ou les neurones [28, 29].  
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2.1.1. Un intérêt pour le diagnostic précoce : la recherche de biomarqueurs 

2.1.1.1. Définition 

Un marqueur biologique, ou biomarqueur, est une caractéristique qui est mesurée et évaluée de 

manière objective comme un indicateur de processus biologiques normaux, de processus physiologiques (ou 

physiopathologiques) et de réponses pharmacologiques à une intervention thérapeutique [30]. Les 

biomarqueurs sont essentiels pour le diagnostic ou le suivi d’une pathologie. Leurs applications 

comprennent :  

- Un rôle diagnostic pour l’identification des patients présentant une maladie ou des 

conditions pathologiques ; 

- La détermination de l’ampleur d’une maladie afin de la classer en fonction de son 

avancée permettant ainsi de déterminer un pronostic ; 

- Le suivi et la prédiction d’une réponse clinique suite à une intervention. 

La recherche de biomarqueurs se fait généralement en plusieurs étapes (Figure I-6) allant de sa 

découverte sur quelques échantillons à sa validation sur une population plus importante.  

 

 

Figure I-6. Principe de la découverte de biomarqueurs : après la découverte d’un biomarqueur renforcée par une 

analyse différentielle, la validation à plus grand échelle est nécessaire avant une étude clinique sur une population 

élargie. 

 

En oncologie notamment, des biomarqueurs pronostiques peuvent être représentés par la 

progression de l’expression de marqueurs biologiques. C’est le cas pour le suivi de l’expression des antigènes 

prostatiques spécifiques (PSA) pour l’évaluation du cancer de la prostate, ou encore des antigènes carcino-

embryonnaires (CEA) pour le cancer colorectal. 

Les biomarqueurs peuvent également être des facteurs de risque. Ainsi, la leucémie myéloïde 

chronique et le cancer du sein peuvent respectivement être suspectés par la translocation du gène BCR-ABL 

et la surexpression du proto-oncogène HER2/neu [31]. 
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2.1.1.2. La recherche de marqueurs biologiques dans les faits 

De nombreux marqueurs candidats se démarquent actuellement des études « omics » (plus 

particulièrement des études génomiques, transcriptomiques et protéomiques) en comparant des 

phénotypes sains par rapport à des phénotypes d’état pathologique. Si un gène semble important pour le 

phénotype étudié, il paraît intéressant de suivre son expression pour une pathologie associée. En ce sens, 

l’inhibition fonctionnelle d’un gène ciblé par l’ARNi permet l’identification des modifications responsables 

d’un phénotype pathologique [32, 33]. Un exemple intéressant de cette approche provient de l’étude sur la 

protéine EWS/FLI1, une cible oncogène présente spécifiquement chez la majorité des patients atteints de 

sarcome d’Ewing [34]. Une signature d’expression génique pour cette protéine a été identifiée pour un 

phénotype sain à l’aide de l’ARNi. Cette signature a été extraite et utilisée pour cribler des composés 

capables de modifier le profil de la signature d’une manière similaire. Cet examen a permis d’identifier des 

modulateurs de cette protéine et la signature identifiée peut être utilisée pour la détermination rapide de 

son niveau d’activité [35]. 

 

2.1.2. Un intérêt pour préparer une approche curative : la recherche de 

nouvelles cibles thérapeutiques 

2.1.2.1. Définition 

L’ensemble des connaissances concernant les fonctions des gènes a pu être utilisé pour identifier 

les voies de signalisation et les mécanismes d’action impliqués dans des conditions pathologiques. Mieux 

encore, l’identification des acteurs impliqués dans ces mécanismes a permis de trouver un grand nombre de 

cibles potentielles pour de futures thérapies, notamment basées sur les siARN [36].  

Par exemple, dans les cas de pathologies cancéreuses, deux classes de gènes sont particulièrement 

suivies : les proto-oncogènes et les suppresseurs de tumeurs [37]. Un cancer est souvent le résultat d’une 

accumulation de mutations dans ces deux classes. Une expression exacerbée des proto-oncogènes 

provoquent une transformation des cellules cibles en cellules cancéreuses. Pour les suppresseurs de tumeur, 

ayant un rôle protecteur vis-à-vis de la cancérisation, des mutations permettront de favoriser le 

développement de la maladie. 

 

2.1.2.2. La recherche de nouvelles cibles thérapeutiques dans les faits 

Conceptuellement, la perte spécifique de la fonction d’un gène, ou d’une combinaison de gènes, 

dans les systèmes expérimentaux appropriés devrait permettre de prévoir le résultat de l’utilisation de 

composés médicamenteux dans les cellules tumorales [38, 39]. Diverses études in vitro utilisant ce procédé 

ont démontré l’intérêt de cette technique pour la validation de cibles potentielles dans le traitement de 
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Brd4 comme cible thérapeutique de la leucémie myéloïde aiguë [40]. 

s biomarqueurs identifiés peuvent également avoir un potentiel de ciblage thérapeutique

exemple, une protéine surexprimée, témoignant d’un phénotype altéré, peut devenir la cible privilégiée 

d’une action thérapeutique afin de rétablir l’état physiologique recherché. 

Un outil à visée thérapeutique 

Par définition, la thérapie génique consiste à introduire du matériel génétique dans les cellules 

d’un organisme pour y corriger une anomalie (mutation, altération,…) à l’origine d’une pathologie. Parmi les 

essais cliniques entrepris, la vaste majorité concerne les cancers (Figure I-7) de par l’importance de sa 

prévalence et de son impact [41]. Compris dans ces chiffres, l’ARNi est rapidement apparu comme une 

nouvelle approche suscitant un intérêt majeur. Son mécanisme de base relativement simple a conduit 

mener des recherches exploitant ce mécanisme dans un but thérapeutique. La simple connaissance d’une 

cible thérapeutique potentielle et de la séquence de l’ARNm correspondant permet de définir des séquences 

d’ARN interférent permettant une inhibition spécifique et prononcée de l’expression de la protéine ciblée.

. Les cibles de la thérapie génique pour les essais cliniques : les deux tiers des essais cliniques entrepris 

jusqu’en 2007 se concentrent sur le cancer (d’après Edelstein et al., 2007 [41]). 
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Par définition, la thérapie génique consiste à introduire du matériel génétique dans les cellules 
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prévalence et de son impact [41]. Compris dans ces chiffres, l’ARNi est rapidement apparu comme une 

nouvelle approche suscitant un intérêt majeur. Son mécanisme de base relativement simple a conduit à 

mener des recherches exploitant ce mécanisme dans un but thérapeutique. La simple connaissance d’une 

cible thérapeutique potentielle et de la séquence de l’ARNm correspondant permet de définir des séquences 

cifique et prononcée de l’expression de la protéine ciblée. 
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2.2.2. Les essais cliniques basés sur l’ARNi 

Dès 2004, les premiers essais cliniques utilisant ce mécanisme se sont concentrés sur l’œil [42] qui 

présente l’avantage d’être facilement accessible et possèdent des caractéristiques favorisant la délivrance 

d’acides nucléiques. En effet, étant un compartiment relativement isolé par rapport à la circulation générale, 

l’œil est un modèle intéressant qui permet l’utilisation de fortes concentrations en acides nucléiques sans 

risquer d’effets systémiques. Ainsi, les recherches au niveau oculaire sont facilitées et sont l’objet de 

nombreuses études, en atteste le nombre d’essai clinique s’appuyant sur l’ARNi en 2013 (Tableau I-1) [43].  

Avec l’augmentation de la compréhension de l’ARNi, les essais se sont multipliés utilisant les ARN 

interférents (notamment les siARN) pour le traitement de cancers, de pathologies liées à l’œil, mais 

également dans l’étude de maladies systémiques, génétiques et dans le traitement des viroses humaines 

(Tableau I-1). 

La recherche de thérapie anticancéreuse devient un élément central de l’ARNi thérapeutique. Le 

premier essai s’appuyant sur l’ARNi a été réalisé sur des patients humains, âgés de 18 ans ou plus, et 

développant des tumeurs (≥ 2 cm) au niveau du foie [44]. Lors de cette étude, l’utilisation de siARN a 

entraîné l’inhibition spécifique des protéines ciblées VEGF et KSP. Cette inhibition a alors induit une activité 

anti-tumorale incluant une régression complète des métastases [44]. Ces résultats établissent la preuve de 

concept pour l’ARNi thérapeutique chez l’Homme et soulignent son potentiel pour la poursuite de son 

développement en cancérologie. 

 

Des essais cliniques s’organisent également sur d’autres problèmes de santé publique : 

hypercholestérolémie, infections virales, maladies héréditaires, … 

 Dans le cas de l’hypercholestérolémie, un facteur de risque prépondérant dans l’apparition de 

maladies cardiovasculaires, l’une des stratégies envisagées consiste à inhiber l’expression du gène de l’Apo 

B, contenu dans les lipoprotéines et intervenant dans la formation des plaques d’athérome [45].  

L’ARNi thérapeutique peut également voir des applications contre des virus. Après des études 

préliminaires visant à identifier une cible thérapeutique potentielle pour découvrir un remède à l’hépatite B, 

un essai clinique a débuté récemment dans le but d’administrer un plasmide dont la transcription 

permettrait la synthèse d’ARN interférents d’intérêt [46].  
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Tableau I-1. Essais cliniques s’appuyant sur l’ARNi thérapeutique

basés sur l’ARNi en cours sur différentes maladies (d’après Kanasty et al., 2013 [43]).
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basés sur l’ARNi en cours sur différentes maladies (d’après Kanasty et al., 2013 [43]). 
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Les maladies héréditaires telles que l’amyloïdose sont aussi la cible d’investigations depuis 

quelques années. Dans ce cas, une mutation du gène de la protéine transthyrétine conduit à une 

accumulation et à un dépôt de monomères insolubles dans la matrice extracellulaire. Dans l’étude 

préclinique, l’administration de siARN chez des primates non-humains a entraîné une réduction de manière 

conséquente de l’expression de cette protéine mutée pendant deux semaines, réduisant les dépôts de 

transthrétine. Une administration hebdomadaire a allongé cette effet jusqu’à trois mois faisant de cette 

stratégie une solution potentiellement efficace pour le traitement de l’amyloïdose [47]. 

De nombreuses autres études utilisent le mécanisme d’ARNi pour la recherche de traitements de 

pathologies très variées, en atteste les essais cliniques actuels (tableau I-1). En outre, depuis les données 

fournies par Kanasty et al. datant de mars 2013 [43], Tekmira Pharmaceuticals a annoncé en décembre de la 

même année un investissement de 5 millions de dollars pour des essais cliniques de phase III 

(NCT01960348). Ainsi, des études visant à injecter des ARN interférents par voie intraveineuse (ALN-TTR02), 

en s’appuyant sur des nanoparticules lipidiques, ont été entreprises chez des patients atteints de 

polyneuropathie amyloïde familiale. 

 

2.3. Conclusion 

L’ARN interférence est un outil aux possibilités innombrables. D’abord utiliser pour comprendre la 

simple fonction des gènes en étudiant l’impact d’une inhibition spécifique au niveau du phénotype, son 

application s’est rapidement déclinée vers un dessein thérapeutique. Dans ce but, son rôle peut intervenir à 

différents niveaux : 

- Pour l’établissement de diagnostics par la recherche de biomarqueurs témoignant d’un 

état pathologique. L’application peut même devenir prédictif afin de déclarer une 

possible atteinte avant l’expression de la maladie ; 

- Pour la recherche des nouvelles cibles sur lesquelles s’orienter pour un traitement 

efficace ; 

- Pour une action thérapeutique ciblée et hautement spécifique contre ces mêmes cibles, 

en utilisant les ARN interférents comme agent thérapeutique. 

Ainsi, depuis sa découverte en 1998, l’ARNi est devenu un atout majeur dans la recherche et offre 

des perspectives pharmaceutiques très prometteuses. Cependant, une transfection de séquences d’acides 

nucléiques dans le compartiment cytoplasmique peut être limitée en raison de leurs propriétés physico-

chimiques. Pour être efficace, la délivrance des ARN interférents doit permettre de surmonter les différents 

obstacles pour rejoindre la machinerie ARNi. 
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3. Induction de l’ARNi : contraintes associées à la transfection de 

courtes séquences d’acides nucléiques 

Pour induire le mécanisme ARNi avec des siARN synthétiques exogènes, de nombreuses 

contraintes nécessitent d’être surmontées à différents niveaux : en termes de stabilité, pour le ciblage des 

cellules désirées et dans l’accessibilité du compartiment cytoplasmique. Dans cette partie, il sera mis en 

évidence ces limites ainsi que les caractéristiques nécessaires afin de les surmonter. 

 

3.1. La stabilité des ARN interférents 

Les ARN possèdent une stabilité suffisamment importante aux pH physiologiques et une 

immunogénicité assez faible pour permettre une utilisation comme principe actif. Cependant, ces molécules 

restent très sensibles aux nucléases, en particulier les RNAses, et nécessitent une attention particulière lors 

de leur utilisation. Ceci est d’autant plus vrai dans les milieux extracellulaires, en particulier dans le sang, 

avec une présence importante de nucléases non spécifiques. Malgré une conformation en duplex plus 

résistante qu’avec des simples brins [48], la demi-vie d’une molécule de siARN s’en trouve largement 

affectée et n’atteint que cinq minutes dans le plasma [48].  

Néanmoins, certains travaux démontrent une utilisation possible de siARN sous forme simple, 

notamment pour des tissus superficiels tels que l’œil, la peau et les muqueuses [49]. D’ailleurs, le 

Vitravene®, un oligonucléotide antisens, a déjà été utilisé lors d’étude clinique pour le traitement du 

cytomégalovirus [50]. Un autre exemple pertinent voit l’utilisation de siARN en administration locale pour le 

ciblage des maladies pulmonaires. De cette manière, un contact direct avec les épithéliums pulmonaires est 

permis en distillant les siARN par voie nasale ou endotrachéale [51]. L’administration locale de siARN a 

l’avantage d’offrir une biodisponibilité élevée et une réduction des effets secondaires associés à la voie 

systémique. Cependant, elle n’est envisageable que pour des organes superficiels ou facilement accessibles. 

L’administration systémique reste la seule voie possible pour atteindre les organes inaccessibles par voie 

locale. Pour que les siARN puissent atteindre les cellules cibles en quantité suffisante, il est nécessaire de 

développer une stratégie permettant d’augmenter leur temps de demi-vie et/ou leur protection vis-à-vis des 

nucléases. 

 

Dans le cadre des tests in vitro, les siARN sont moins soumis à ce type de contrainte, la composition 

du milieu étant plus contrôlée. Cependant, la présence de sérum a un impact au niveau des siARN : en effet, 

il a été démontré que les acides nucléiques sont sensibles à la présence de sérum de veau fœtal et peuvent 

être dégradés plus ou moins rapidement selon leur séquence [52]. Dans leur étude, Hong et al. ont observé 
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que sur 125 siARN différents, incubés à une concentration de 2 µM dans un tampon PBS supplémenté par 

10% de sérum de veau fœtal, seulement 10% ne sont pas immédiatement dégradés [52], démontrant la 

forte vulnérabilité de ces courtes séquences d’acides nucléiques. 

 

La plupart des transfections de siARN nécessitent un temps d’incubation pouvant être important 

dans des milieux biologiques ou des milieux de culture. Dès lors, la fragilité de ces molécules nécessitent un 

système de protection afin qu’elles puissent résister suffisamment longtemps pour atteindre les cellules 

cibles, que ce soit pour des conditions in vitro ou in vivo. 

 

3.2. La biodistribution 

3.2.1. Une distribution non-spécifique 

En plus de la stabilité, les siARN exogènes doivent surmonter d’autres difficultés pour atteindre 

leur cible et exercer leur action biologique, ceci principalement in vivo. En effet, la distribution des molécules 

au sein de l’organisme repose essentiellement sur la perméabilité. Cependant, celle-ci est variable et plus ou 

moins importante selon les tissus : certains ne laissent passer que des petites molécules et de l’eau alors que 

d’autres sont moins sélectifs. 

Certains organes impliqués dans la régulation de l’homéostasie (foie, rate, reins) apportent une 

difficulté supplémentaire. De par leur faible taille (environ 13 kDa), les siARN sont rapidement excrétés dans 

les urines en quelques minutes [53]. En effet, des molécules possédant une taille inférieure à la limite de 

filtration glomérulaire sont soumises à une excrétion rapide au niveau rénal. De plus, les phagocytes du 

système réticulo-endothélial, au niveau du foie et de la rate, peuvent conduire à la séquestration des 

oligonucléotides après les avoir assimilés. 

Une autre limite de la biodistribution concerne l’absence de système d’adressage. En effet, une 

distribution aspécifique des siARN, après administration systémique, peut provoquer une dilution de ceux-ci 

au niveau de différents tissus. Par conséquent, la concentration locale en siARN devient trop faible pour 

induire un effet au niveau des tissus et/ou cellules où l’induction du mécanisme d’ARNi est souhaitée. 

 

Dans le cadre d’étude in vitro, le problème de biodistribution est moins important en raison 

d’expériences qui se restreignent généralement à un type cellulaire en boite de pétri. Cependant, l’utilisation 

de co-culture peut engendrer ce type de limite. En effet, sans système d’adressage spécifique, les siARN se 
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distribueront indifféremment chez toutes les cellules, limitant l’effet sur les modèles cellulaires où le 

mécanisme d’ARNi est désiré. 

 

Ainsi, la distribution des ARN interférents nécessite l’utilisation d’un système d’adressage afin de 

cibler de manière spécifique les cellules et/ou tissus désirés. Par ce moyen, les concentrations en siARN 

atteignant les cellules ciblées seraient optimales pour induire l’ARNi. De plus, la limitation de la distribution 

non-spécifique d’ARN interférent autorise une diminution des risques d’inhibition non-désirée, dans des 

cellules non-ciblées.  

 
 

3.2.2. L’internalisation 

Une fois la cellule atteinte, l’accessibilité aux compartiments intracellulaires, et plus 

particulièrement au compartiment cytoplasmique, constitue une autre difficulté. Les siARN ayant un 

caractère polyanionique avec des groupements phosphates PO4- (Figure I-8), la membrane plasmique de 

potentiel électrochimique négatif constitue une barrière [54]. 

 

 

Figure I-8. Les nucléotides composant les siARN : un siARN est composé de 19 à 23 paires de nucléosides 

monophosphate. 

 

Ainsi, la diffusion des siARN au travers des membranes plasmiques est très limitée. Néanmoins, la 

littérature rapporte une dichotomie entre les résultats obtenus pour la délivrance d’ARN interférents in vitro 

et in vivo [55] : alors que l’utilisation de siARN in vitro ne produit que rarement des effets sans l’utilisation 

d’un outil de transfection, des expériences similaires dans des conditions in vivo permettent l’induction 

d’inhibition par ARNi [55]. Par exemple, des essais cliniques utilisant des ARN interférents « nus » ont été 
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effectués avec succès chez vingt patients atteints de la maladie de Crohn [56]. Robertson rapporte que la 

dépendance aux stéroïdes a été réduite de manière significative chez 75% des patients ; une rémission de la 

maladie a été permise pendant plusieurs mois chez dix de ces patients [56]. L’une des hypothèses les plus 

probables concerne une interprétation pharmacodynamique : en raison des contraintes expérimentales, les 

cellules en culture sont brièvement exposées aux oligonucléotides ; en revanche, la plupart des expériences 

in vivo impliquent plusieurs doses et des expositions prolongées, permettant une accumulation 

intracellulaire progressive des oligonucléotides [55]. 

Néanmoins, l’utilisation d’un outil de transfection reste nécessaire pour optimiser cette étape 

d’internalisation, notamment in vitro. Les conditions expérimentales in vivo semblent moins affectées par 

cette étape, mais reste soumises aux autres limites exposées dans cette partie, notamment la dégradation 

rapide des ARN interférents. 

 

3.2.3. L’accessibilité du compartiment cytoplasmique 

Pour pallier aux différents obstacles mentionnés précédemment, plusieurs techniques ont été 

développées (voir chapitre II). La plupart de ces techniques impliquent une internalisation par les 

mécanismes d’endocytose.  

 

 

Figure I-9. De l’internalisation par endocytose à la dégradation lysosomale : les endosomes subissent plusieurs étapes 

de maturation jusqu’aux lysosomes. Ces étapes sont caractérisées par une diminution du pH et à l’activation d’hydrolase 

dégradant les molécules contenues dans les vésicules (d’après Luzio et al., 2007 [59]). 
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Pour rappel, le processus d’endocytose, par l’invagination de la membrane plasmique, forme des 

vésicules endosomales (Figure I-9). Ces vésicules fusionnent entre elles pour former un compartiment de 

forme irrégulière appelé endosome précoce. L’endosome précoce se différencie par la suite en endosome 

tardif, entraînant une diminution du pH intra-vésiculaire de 7,4 à 6,5. L’endosome tardif, caractérisé par de 

nombreuses invaginations et vésicules internes, est en partie responsable de la dégradation des protéines 

par hydrolyse. Dans l’étape suivante, l’endosome tardif fusionne avec des vésicules d’hydrolyse, provenant 

de l’appareil de Golgi, ou avec un lysosome primaire pour former un lysosome mature [57, 58]. Les 

lysosomes sont les organites cellulaires associés à la digestion intracellulaire. Ils sont caractérisés par un pH 

acide (entre 4,5 et 5,5) et la présence importante d’hydrolase permettant la dégradation de toutes les 

classes de molécules (Figure I-9) [59]. 

 

Dès lors, le développement d’une stratégie permettant de sortir de ces structures rapidement lors 

de l’internalisation est nécessaire [51]. L’état de l’art décrit deux moyens dépendants des caractéristiques 

des molécules associées aux séquences d’ARN interférents transportées : l’échappement endosomal par 

« appariement ionique » et l’échappement par « effet pompe à protons ». 

 

3.2.3.1. Échappement endosomal par « appariement ionique » 

Cette stratégie a été proposée pour la première fois lors de l’utilisation de liposomes cationiques 

formant des lipoplexes avec des plasmides d’ADN [60]. Après endocytose, les lipides cationiques forment des 

paires d’ions avec les phospholipides anioniques composant la membrane des endosomes qui s’en trouve 

déstabilisée (Figure I-10). En effet, les interactions électrostatiques induisent la formation de micelles 

inversées, dites HII, au cœur de la bicouche lipidique de l’endosome, créant une forte instabilité de celle-ci 

[61]. L’appariement ionique exige un contact direct entre la molécule cationique et la membrane anionique. 

L’utilisation de cette stratégie nécessite donc une adaptation de la configuration de la molécule de transport, 

ceci pour éviter un encombrement stérique nuisant à l’établissement de cette interaction électrostatique. 

Dans ce cadre, Akita et al. ont formulé des vecteurs comprenant des molécules de polyarginine et 

des lipides facilitant l’échappement endosomal par appariement ionique, le DOPE (ou 1,2-dioléoyl-sn-

glycéro-3-phosphoéthanolamine) [63]. En outre, cette équipe a pris le parti d’ajouter un peptide fusogène 

dépendant du pH dans la formulation, GALA (une répétition des motifs « acide glutamique – alanine – 

leucine – alanine »). En effet, GALA est un peptide soluble dans l’eau avec une conformation apériodique à 

pH neutre, mais devenant une hélice alpha amphiphile interagissant avec les bicouches lipidiques à des pH 

inférieurs à 5. Ce vecteur optimisé pour favoriser l’échappement endosomal permet d’obtenir jusqu’à 70% 

d’inhibition de l’expression de luciférase sur un modèle cellulaire Hela [63]. 
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Figure I-10. Les mécanismes d’échappement endosomal : il existe deux mécanismes d’échappement à partir de la 

vésicule d’endosome par  « appariement ionique » (à gauche)  ou par « effet pompe à proton » (à droite)  (d’après Tseng 

et al., 2009 [62]). 

 

3.2.3.2. Échappement endosomal par « effet pompe à protons » 

Le second mécanisme permettant l’échappement endosomal utilise l’effet « pompe à protons ». 

Cette stratégie nécessite l’utilisation d’une molécule possédant un pouvoir tampon : la présence de 

groupements amines (primaires, secondaires et tertiaires), caractérisés par des pKa différents, permet 

d’augmenter le nombre de charges positives avec la diminution du pH caractéristique de la maturation des 

endosomes. Ainsi, il s’établie un échange ionique entre la vésicule et le cytoplasme, caractérisé par une 

entrée de protons et d’ions chlorure Cl- dans l’endosome (Figure I-10). Par effet osmotique, l'eau pénètre 

également dans la vésicule qui gonfle jusqu’à éclater [64], permettant ainsi de libérer son contenu dans le 

compartiment cytoplasmique. 

De nombreuses études se sont appuyées sur l’utilisation de vecteurs polymériques comportant de 

la polyéthylène-imine (PEI) pour favoriser ce type de mécanisme d’échappement endosomal. Ainsi, une 

étude a décrit une efficacité d’inhibition de l’expression du gène VEGF supérieure à 80% lors de transfection 

de siARN sur des cellules HepG2 [65], prouvant l’action endosomolytique du vecteur PEI. 
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3.2.4. Les effets secondaires potentiellement néfastes de l’utilisation des siARN 

La délivrance de siARN est un verrou majeur qu’il est nécessaire de surmonter. Cependant, 

l’utilisation de siARN est associée à d’autres limites dues à la nature même de leurs séquences et/ou au 

détournement du mécanisme endogène d’ARNi par des molécules exogènes. 

 

3.2.4.1. L’induction possible de réponses immunitaires 

Des études ont rapporté que les ARN doubles brins, dont les siARN, pouvaient provoqués une 

réponse immunitaire innée. En effet, dans le cytoplasme et les endosomes, des kinases ARN-dépendantes, 

nommées PKR, induisent l’activation de la voie de signalisation des interférons [66]. Cette action provoque la 

production de cytokines pro-inflammatoires par activation du facteur de transcription NFκB. Cependant, les 

facteurs d’induction des réponses immunitaires sont directement dépendants de la taille des siARN utilisés : 

malgré une réaction immunitaire possible avec de courtes séquences d’ARN interférents, la puissance de 

l’activation de la voie de signalisation des interférons est corrélée avec l’augmentation de la taille des 

séquences ARN utilisées [67]. En outre, l’absence des nucléotides non-appariés à l’extrémité 3’ des siARN est 

décrite comme un facteur supplémentaire pouvant induire cette réponse immunitaire [68]. 

 

En complément de l’induction par les kinases PKR, des réponses immunitaires peuvent également 

être déclenchées lors de la reconnaissance d’ARN exogènes par des récepteurs de type Toll-like (TLR). Ces 

récepteurs sont directement impliqués dans la reconnaissance de matériel génétique étranger comme celui 

des pathogènes. Plus particulièrement, les TLR 3, TLR 7 et 8 sont reconnus pour avoir une affinité importante 

pour les ARN. Leur activation au niveau de l’endosome conduit à une cascade de réactions intracellulaires à 

l’origine de la production de cytokines pro-inflammatoires. Les TLR présentent une affinité plus importante 

pour les séquences d’ARN riches en motif « GU » et « AU » [69] et entraînent des réponses plus fortes lors 

de la reconnaissance d’ARN simples brins. De plus, comme pour les PKR, les ARN possédant des séquences 

plus longues induisent plus facilement une réponse immunitaire [69]. 

 

Ainsi, pour limiter le risque de réponse immunitaire, les séquences de siARN doivent être 

optimisées en privilégiant les petites tailles et en évitant les motifs « GU » et « AU ». D’autres stratégies sont 

possibles afin de limiter la production de cytokines par les cellules transfectées. Par ce procédé, Judge et al. 

ont totalement supprimé l’induction de réponses immunitaires en incorporant sélectivement 20% de 

nucléosides modifiés [70]. Ces modifications sont suffisantes avec l’intégration d’un groupement O-méthyle 

en 2’ du ribose des nucléosides, de type uridine et guanosine, positionnés sur un seul brin du siARN. Ainsi, le 

brin guide peut rester inchangé, évitant une réaction immunitaire sans affecter l’efficacité de transfection 

[70]. En outre, une autre stratégie est possible par la diminution des concentrations en siARN utilisées afin 

de réduire les effets induits par la transfection. 
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3.2.4.2. Les effets aspécifiques 

Les effets non-spécifiques (« off-target ») sont des inhibitions d’ARNm différents des ARNm ciblés. 

Ils présentent les inconvénients : 

- d’entraîner des conséquences potentiellement néfastes pour la cellule. L’inhibition non-

contrôlée de gènes non-ciblés pourrait provoquer le déclenchement des mécanismes 

d’apoptose ou l’inhibition de la croissance cellulaire [71] ; 

- de produire des faux positifs conduisant à des difficultés d’interprétation. En effet, 

l’induction d’une inhibition aspécifique peut interférer sur le phénotype autant que 

l’effet spécifique voulu [72]. 

 

 

Figure I-11. Effets spécifiques et aspécifiques des siARN : la complémentarité parfaite du brin antisens du siARN avec 

un ARNm cible produit l’inhibition spécifique désirée (« on-target »). Au contraire, l’appariement imparfait du brin 

antisens du siARN avec des régions 3’UTR de différents ARNm peut entrainer une inhibition par ARNi non ciblée (« off-

target ») (d’après Jackson and Linsley, 2010 [73]). 

 

Ce type d’effet indésirable a été observé pour la première fois en 2003. À cette occasion, Jackson 

et al. ont déterminé que les effets aspécifiques ne sont pas dus au hasard et que chaque siARN produit un 

profil d’extinction spécifique [74]. Pour rappel, la complémentarité parfaite des siARN avec des séquences 

cibles permet une inhibition par le clivage de l’ARNm (effet « on-target ») (Figure I-11). En revanche, en plus 
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de cet effet désiré, certains siARN ont été décrits avec une inhibition d’ARNm non-ciblés par un 

fonctionnement similaire à celui des miARN. Une complémentarité imparfaite avec la région 3’UTR du 

transcrit, notamment avec une reconnaissance totale de la région seed du siARN, entraîne une inhibition par 

le blocage de l’étape de traduction [74] (Figure I-11). Dès lors, chaque ARNm portant une séquence 

complémentaire à la région seed d’un siARN, au niveau de l’extrémité 3’UTR notamment, peut devenir une 

cible collatérale soumise au mécanisme d’ARNi. L’ARNi provoqué par le blocage de la traduction permet une 

inhibition post-transcriptionnelle d’une intensité plus faible qu’avec le clivage d’un ARNm [75]. Néanmoins, 

cet effet non-désiré, induit par l’utilisation de siARN, reste suffisamment important pour présenter les 

inconvénients cités précédemment. 

Pour pallier ce problème de spécificité, une attention particulière doit être portée lors de la 

conception du siARN. La synthèse des siARN doit éviter la complémentarité de la région seed avec une 

séquence présente dans les portions 3’UTR du transcriptome [76]. Une autre solution, afin de limiter les 

risques d’inhibition non-spécifique, consiste à réduire les concentrations en siARN utilisés, limitant les 

séquences de brins anti-sens disponibles. 

  

3.2.4.3. La saturation des voies endogènes 

Le déclenchement d’un mécanisme endogène par des molécules exogènes peut provoquer une 

saturation des voies naturelles. En effet, l’utilisation de concentrations trop importantes en siARN peut 

limiter la disponibilité des complexes multienzymatiques RISC et, en conséquence, restreindre la régulation 

endogène en monopolisant les enzymes impliquées dans le mécanisme [77]. 

Comme pour les effets aspécifiques décrits précédemment, la réduction des concentrations en 

siARN permet de limiter la possible saturation des voies endogènes. 

 

3.3. Conclusion sur l’induction de l’ARNi de façon exogène 

La délivrance de siARN exogènes, au niveau du compartiment cytoplasmique, est soumise à de 

nombreux obstacles qui nécessitent le développement de moyens de transfection [77]. Ces méthodes 

doivent apporter diverses caractéristiques essentielles à une délivrance efficace (Figure I-12). 

En dépit d’une internalisation possible in vivo, les caractéristiques physico-chimiques des siARN 

exigent une protection renforcée ainsi qu’une bio-distribution contrôlée. Leur sensibilité vis-à-vis des 

nucléases et le manque de système d’adressage limitent leur utilisation par voie systémique. Pour des 

applications in vitro, le passage de la membrane plasmique constitue la principale barrière pour une 

délivrance intracellulaire. En outre, la sélectivité de la distribution doit être optimale afin de diminuer les 

concentrations en siARN utilisé et, par conséquent, limiter les effets indésirables dus à la transfection de 

séquences d’acides nucléiques. 
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À l’heure actuelle, différentes techniques sont développés au niveau de l’état de l’art, voire même 

déjà disponibles dans le commerce, pour le transport des siARN. Chacune de ces techniques possède des 

avantages et des inconvénients à prendre en considération selon l’application envisagée in vitro et/ou in vivo 

(voir chapitre II). 

 

 

Figure I-12. Les différents obstacles pour la délivrance de siARN : les caractéristiques physico-chimiques des siARN 

exigent des moyens alternatifs pour surmonter les obstacles à la délivrance dans le compartiment cytoplasmique. 

 

4. Conclusion 

Au cours de ces dernières années, le mécanisme d’ARNi a rapidement été adopté au niveau de la 

génomique fonctionnelle, l’analyse des différents mécanismes cellulaires et pour la validation de cibles pour 

le diagnostic et le traitement de pathologies. En effet, l’importante spécificité permise par l’inhibition post-

transcriptionnelle, ainsi que son caractère transitoire, autorise l’interprétation concernant le rôle d’un gène 

par l’observation du phénotype d’un même individu. En outre, les perspectives dans le domaine 

pharmacologique sont considérables, en atteste le nombre croissant d’essais cliniques utilisant les ARN 

interférents. 

Cependant, cet outil prometteur nécessite d’être maîtrisé, notamment dans la délivrance des ARN 

dans le compartiment cytoplasmique des cellules ciblées. En ce sens, différentes stratégies, physiques et 

chimiques, ont été développées afin de surmonter les différents obstacles en limitant les effets indésirables. 

Le second chapitre bibliographique de ce manuscrit est un état de l’art des différents moyens existants pour 

la transfection de siARN. Ainsi, chaque technique sera caractérisée, avec ses avantages et ses limites, pour 
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établir son positionnement au regard des applications possibles. Enfin, cet état de l’art permettra de cibler 

les besoins actuels concernant la transfection de siARN afin d’établir le profil du vecteur que nous avons 

développé au cours de cette étude. 
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Le chapitre précédent a mis en avant l’intérêt de la transfection de siARN dans la recherche et le 

développement de nouvelles thérapies, mais également les limites concernant la distribution cytoplasmique 

de ces séquences d’acides nucléiques. Cependant, plusieurs techniques ont été développées au cours des 

dernières années afin de surmonter ces divers obstacles. La plupart d’entre elles sont dérivées des outils 

développés pour la transfection d’ADN, mais reste néanmoins adaptées selon l’application ciblée, in vitro 

et/ou in vivo. En s’appuyant sur l’état de l’art, ce chapitre a pour but de répertorier les différents moyens de 

transfection de siARN, définir leurs limites, leurs domaines d’applications afin de mettre en évidence les 

manques actuels. Ainsi, les caractéristiques en termes d’innocuité, d’efficacité de transfection, et de 

délivrance dans les cellules décrites comme difficile à transfecter seront notamment discuter pour présenter 

l’intérêt de chaque technique de transfection. Au regard des moyens existants actuellement, mais surtout de 

leurs limites, nous positionnerons notre étude et les caractéristiques recherchées pour le développement 

d’un vecteur. 

 

1. Les méthodes de transfection physique et chimique 

1.1. Les méthodes physiques 

Les méthodes de transfection physique regroupent les techniques s’appuyant sur un mécanisme 

physique de transfert des séquences d’acides nucléiques. Trois sous-classes peuvent être décrites : les 

méthodes provoquant des perturbations de la membrane plasmique suffisante pour la délivrance de petites 

molécules (électroporation, sonoporation,…), des méthodes forçant la transfection d’acides nucléiques 

(bombardement de gènes) et des techniques de transfert direct dans le compartiment désiré (micro-

injection).  

 

1.1.1. Par perturbation des membranes 

L’une des techniques envisagées pour favoriser l’accessibilité du cytoplasme consiste en la 

perturbation de la membrane plasmique de la cellule par des procédés physiques afin de forcer 

l’internalisation des séquences d’acides nucléiques.  

 

L’électroporation représente à l’heure actuelle l’une des méthodes les plus décrites au niveau de la 

littérature. La double couche lipidique, formant la membrane de toutes les cellules, est constituée de 

molécules possédant des charges négatives exposées. Ainsi, la membrane est sensible à l’influence de 

champ électrique appliqué. Au cours d’une impulsion électrique brève, mais puissante, les molécules 
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lipidiques se réorientent et subissent des phases de transition thermique dues à l’échauff

dès lors la création transitoire de milliers de pores hydrophiles, pouvant aller jusqu’à 40 nm de rayon, ainsi 

que des perturbations localisées dans l’intégrité de la membrane cellulaire [1]. La perte temporaire de la 

semi-perméabilité des membranes cellulaires provoque la fuite du contenu intracellulaire et de molécules 

telles que des ions et des métabolites. Dans le même temps, une absorption de diverses molécules 

extracellulaires est possible : des médicaments, des sondes moléculaires e

plasmides de tailles relativement importantes ainsi que les siARN (Figure II

technique a permis la transfection de siARN régulant l’expression de Pax6 lors de l’étude des fonctions de la 

cellule [2]. Lors de cette étude, l’équipe de Balakrishnan 

cellules INS-1E par électrophorèse en appliquant une à deux impulsions de 15 µs à 1,5 kV/cm (les conditions 

optimales décrites par le fournisseur Multi

délivrer des siARN dans des cellules difficiles à transfecter, telles que des cellules primaires et en suspension 

[2]. En effet, Jordan et al. ont rapporté des efficacités de transfection sur des 

Jurkat, deux lignées cellulaires de neuroblastome (les cellules humaines SK

murines Neuro-2A) et des cellules primaires de type Huvec. Ces résultats ont démontré une inhibition de 75 

à 95% de l’expression des gènes ciblés, 4 heures seulement après transfection.

 

Figure II-1. Principe de l’électroporation :

suffisante pour créer des pores. La perte d’intégrité de la membrane plasmique autorise des échanges entre les milieux 

extra- et intracellulaire. 

 

En outre, des travaux de laboratoires

la transfection d’ADN plasmidique, après association avec le copolymère pluronic L64, lors d’applications 

vitro et in vivo [5, 7]. Pour des expériences 

efficacités de transfection de 40% ont été rapportées 24 heures 

plasmide, associés avec 0,05% de L64 et l’application de 10 impulsions de 5 millisecondes à 0,5 kV/cm [5]. 

Néanmoins, cette efficacité de transfection reste liée à une
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ont rapporté des efficacités de transfection sur des cellules en suspension de type 

Jurkat, deux lignées cellulaires de neuroblastome (les cellules humaines SK-N-SH ainsi que les cellules 

2A) et des cellules primaires de type Huvec. Ces résultats ont démontré une inhibition de 75 

ression des gènes ciblés, 4 heures seulement après transfection. 

1. Principe de l’électroporation : un champ électrique entraine une perturbation de la membrane plasmique 

suffisante pour créer des pores. La perte d’intégrité de la membrane plasmique autorise des échanges entre les milieux 

En outre, des travaux de laboratoires français ont démontré l’utilisation de l’électroporation pour 

la transfection d’ADN plasmidique, après association avec le copolymère pluronic L64, lors d’applications 

[5, 7]. Pour des expériences in vitro sur des cellules ovariennes de hamster CHO, des 

efficacités de transfection de 40% ont été rapportées 24 heures après la transfection

avec 0,05% de L64 et l’application de 10 impulsions de 5 millisecondes à 0,5 kV/cm [5]. 

cette efficacité de transfection reste liée à une cytotoxicité de 23% 
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conditions décrites [5]. In vivo, l’électroporation associée au polymère L64 au niveau du muscle tibial 

antérieur a permis la délivrance d’ADN plasmidique [7]. En effet, 8 impulsions électriques de 20 

millisecondes, à 190 V/cm, ont été appliquées 20 secondes après injection de l’ADN plasmidique, améliorant 

alors fortement les efficacités de transfection [7]. Cette démarche est cependant liée à une inflammation 

significative des régions traitées 3 jours après l’électrotransfert, dont l’intensité décroît fortement après 7 

jours [7].   

Ainsi, l’utilisation de l’électroporation peut être associée à certaines limites, notamment en termes 

de viabilité cellulaire. En effet, cette technique, stressante pour les cellules, peut endommager leur 

membrane et, parfois, conduire à l’apoptose. De plus, les différentes conditions utilisées peuvent fortement 

altérer les efficacités de transfection et la viabilité cellulaire [3]. Dans leur étude comparative sur les 

macrophages bovins dérivés de monocytes bMDM, Jensen et al. ont montré que, dans les conditions 

optimales, une internalisation des siARN de 60% était corrélée à plus de 30% de cytotoxicité. Celle-ci peut 

être exacerbée par l’utilisation de tampon de type siPORT, entraînant plus de 80% de cytotoxicité lors de 

l’électroporation [3]. Pour réduire l’impact sur la viabilité, l’utilisation d’un milieu de culture cellulaire riche 

en glucose peut favoriser la réparation des dommages subis par les cellules et augmenter la viabilité de plus 

de 20% [4]. 

En complément des limites en termes de viabilité, la perméabilisation simultanée de toutes les 

cellules est pratiquement impossible en raison de l’hétérogénéité des cellules au niveau de leur taille, de 

l’épaisseur de leur membrane et de leur volume [6]. En effet, l’intensité du champ électrique est définie 

suivant l’équation : EC = VC/(0,75xD) avec EC, VC et D représentant respectivement l’intensité du champ 

électrique (V/cm), la tension de perméation de la membrane (V) et le diamètre cellulaire (µm) [6]. Dès lors, 

une hétérogénéité au niveau de ces variables augmente les difficultés pour le choix de l’intensité du champ 

électrique à appliquer. Les paramètres individuels de l'électroporation, y compris la tension, la durée de 

l'impulsion électrique, et le nombre d'impulsions, doivent être optimisés pour différents types cellulaires, de 

telle sorte qu'un équilibre précis soit établi entre l'efficacité d'administration et la mortalité cellulaire. 

Par ailleurs, la nécessité d’utiliser un dispositif pour appliquer l’électroporation peut limiter les 

applications in vivo suivant les zones et les modèles traités. En effet, en plus de l’application d’impulsions 

électriques pouvant provoquer des désagréments, une adaptation du procédé doit être effectuée en 

fonction des zones ciblées. 

 

De la même manière que l’électroporation, la sonoporation permet de changer de manière 

transitoire la perméabilité de la membrane cellulaire [8]. L’effondrement de microbulles par application 
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d’ultrasons libère une énergie, dite de cavitation, responsable de la formation de pores dans la membrane 

plasmique pouvant aller jusqu’à un maximal de 16 nm de rayon (Figure II-2) [9]. La taille des pores créés est 

directement dépendante de la taille des microbulles injectées, mais également du temps d’application des 

ultrasons (Figure II-2). Inoue et al. décrivent ce principe dans une étude de l’amélioration locale de l’arthrite 

in vivo [10]. Une solution de microbulles de 2 à 3 µm, associées à des siARN, a été injectée au niveau de la 

patte d’un rat avant l’application d’ultrasons, à une intensité de 2 W/cm² pendant une minute. Les siARN, 

marqués par un fluorophore, sont ainsi observés dans le tissu synovial après 24 heures, attestant une 

efficacité de transfection [10]. 

Néanmoins, la viabilité cellulaire est considérablement affectée lors de l’utilisation de cette 

technique [11]. En effet, lors d’émission continue d’ultrasons sur des cellules murines C166, 75% des cellules 

sont mortes ou détruites mécaniquement dès l’application d’une puissance de 1,38 W. Avec une émission 

d’ultrasons discontinue, pour la même puissance, 50% de mortalité cellulaire persiste [11]. En outre, le 

pourcentage de cellule morte ou détruite augmente avec la puissance, limitant la variation de ce paramètre 

[11]. Enfin, parmi les cellules encore vivantes, seulement 25% démontrent une sonoporation efficace dans 

des conditions optimales. 

 

Figure II-2. Principe de sonoporation : l’application d’ultrasons sur des microbulles provoque une émission d’énergie 

suffisante pour la création de pores dans la membrane plasmique (d’après Fan et al., 2012 [9]). 

 

Les membranes cellulaires peuvent également être perturbées par des techniques d’injection 

hydrodynamique [12]. Cette méthode, uniquement applicable in vivo, consiste à injecter rapidement de 

grands volumes de solution physiologique afin de créer de fortes pressions hydrostatiques [13]. Lewis et al. 
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ont démontré qu’une injection de 2 mL de solution physiologique comprenant 5 µg de siARN en 10 

secondes, dans la veine de la queue de souris post-natales, permet une inhibition de l’expression du gène 

ciblé de 80 à 90% au niveau du foie, des reins, de la rate, des poumons et du pancréas [12].  

Cependant, cette technique est associée à un stress, ainsi que des dommages cellulaires et 

tissulaires importants [14]. Un examen histologique hépatique chez des souris obèses, ayant subies la 

méthode d’injection hydrodynamique, a révélé des blessures importantes. Après deux jours, des zones 

d’hémorragie et d’inflammation périphérique étaient décelées. Après cinq jours, de vastes régions 

d’inflammations locales étaient encore visibles. Après huit jours, ces effets significatifs persistaient sur la 

fonction hépatique et sur l’histologie, témoignant d’un traumatisme majeur chez ces animaux [14]. 

 

1.1.2. Bombardement de gènes 

La délivrance de gènes utilisant la biolistique est un mécanisme qui consiste à projeter à très 

grande vitesse des microbilles métalliques enrobées d’acides nucléiques. Après avoir longtemps été utilisée 

pour la transfection d’ADN dans les cellules végétales [15], la biolistique a été transposée avec succès pour la 

transfection de siARN chez des cellules difficiles à transfecter [16]. Les travaux de Svarovsky et al. se sont 

appuyés sur l’utilisation de billes d’or de 1,5 µm de diamètre, enrobées de polymères cationiques PEI, 

auxquelles ont été complexés 300 pmole de siARN d’intérêt [16]. Cette expérience a montré qu’un tir de ces 

particules, à une puissance de 100 psi, permet une efficacité d’inhibition in vitro de l’expression de la 

luciférase ciblée de 90% sur des cellules NIH-3T3 [16]. 

Cependant, l’utilisation de la biolistique reste soumise à des contraintes majeures, notamment in 

vivo : en effet, les billes projetées sont progressivement ralenties en traversant les différentes couches 

cellulaires, entraînant des dommages significatifs sur les cellules et/ou les tissus ciblés [17, 18]. Des 

expériences effectuées sur des cellules Hela et HEK293 démontrent un traumatisme important dû à la 

biolistique, matérialisé par leur destruction ou leur entrée en apoptose [17]. En outre, la distribution des 

siARN est limitée quantitativement, avec seulement 30% de transfection, et qualitativement, avec une 

hétérogénéité dépendante de la distance des cellules par rapport à la cible [17]. 

 

1.1.3. Micro-injection 

La micro-injection de gènes, directement dans le compartiment cytoplasmique, est une méthode 

de transfection qui permet de s’émanciper de nombreuses limites inhérentes à l’utilisation de siARN. 

L’utilisation d’un capillaire en verre ultrafin permet d’apporter la séquence d’acides nucléiques directement 

sur le lieu du mécanisme d’ARNi. Ainsi, les limites de stabilité, d’internalisation ou même d’échappement 

endosomal ne représentent pas des obstacles [19]. Usui et al. ont utilisé ce procédé pour étudier le rôle de 

cdc42, par son inhibition post-transcriptionnelle, dans les adipocytes 3T3-L1 [19]. Lors de cette étude, la 
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translocation du transporteur GLUT-4, autorisée par l’expression de cdc42, est diminuée de 65% attestant de 

la délivrance efficace des siARN dans les cellules traitées [19]. 

Cependant, ce type de manipulation nécessite de traiter les cellules une par une pour internaliser 

les siARN. Ainsi, le traitement d’un nombre de cellule suffisant pour obtenir des résultats significatifs peut 

exiger un temps de manipulation considérable. 

 

1.1.4. Conclusion sur les méthodes physiques 

Ces techniques de transfection présentent l’avantage d’être physiques, donc non-limitées au type 

cellulaire étudié. Ainsi, les efficacités de transfection peuvent être rapportées sur des lignées immortalisées 

autant que sur des cellules décrites comme difficile à transfecter.  

En dépit de cet avantage, la plupart des méthodes de transfection physique peuvent provoquer un 

stress ; il existe en effet une certaine cytotoxicité évaluée à environ 20% dans les meilleures conditions 

rapportées. De plus, l’hétérogénéité de distribution de siARN, s’appuyant sur ces méthodes, prouve un 

déficit du contrôle de la délivrance.  

Ces limites démontrent la nécessité de développer d’autres techniques de transfection de siARN 

dont les caractéristiques offrent un contrôle plus précis de la distribution et, surtout, préservent l’intégrité 

des cellules en présentant une innocuité élevée. 

 

1.2. Méthodes de transfection après modifications chimiques des siARN 

Une alternative proposée pour la transfection de siARN concerne la modification chimique des 

séquences d’acides aminés [20]. Dans le premier chapitre, l’état de l’art a permis d’établir que la simple 

différence entre l’utilisation d’ARN interférents simples ou doubles brins permet une amélioration majeure 

de l’inhibition [21]. Dès lors, d’autres modifications dans la séquence, ou par une conjugaison à d’autres 

molécules, pourraient permettre d’améliorer les caractéristiques en termes de résistance aux nucléases 

et/ou de réduction des effets aspécifiques (voir chapitre I). Ces changements dans la structure des siARN 

peuvent s’effectuer à différents niveaux : dans le groupement phosphate ou dans le ribose des nucléotides 

(Figure II-3). 
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1.2.1. Modifications intrinsèques des siARN

1.2.1.1. Chimie sur le groupement phosphate
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d’oxygène et en la remplaçant par du soufre 

améliore légèrement la résistance aux nucléases et aug

l’efficacité d’extinction [22]. Cependant, ces modifications peuvent être associées à une présence de 

cytotoxicité par l’activation aspécifique des voies apoptotiques [23]. L’utilisation du borate, qu

augmente sensiblement la résistance aux nucléases sans altérer l’efficacité d’inhibition [24].

 

Figure II-3. Modifications chimiques introduites dans les siARN :

une modification du phosphodiester (B et C) et une modification du ribose en position 2’ (D, E, F) (D’après De Paula et 

al., 2007 [25]). 
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Modifications intrinsèques des siARN 

Chimie sur le groupement phosphate 

Le phosphate formant le squelette du siARN peut être modifié en substituant la molécule 

d’oxygène et en la remplaçant par du soufre (Figure II-3-B) ou du borate (Figure II-3-C). L’utilisation du soufre 

améliore légèrement la résistance aux nucléases et augmente l’internalisation dans les cellules sans affecter 

l’efficacité d’extinction [22]. Cependant, ces modifications peuvent être associées à une présence de 

cytotoxicité par l’activation aspécifique des voies apoptotiques [23]. L’utilisation du borate, qu

augmente sensiblement la résistance aux nucléases sans altérer l’efficacité d’inhibition [24].

3. Modifications chimiques introduites dans les siARN : comparaison entre un nucléotide non

phosphodiester (B et C) et une modification du ribose en position 2’ (D, E, F) (D’après De Paula et 

Dans cette dernière étude, la transfection de siARN modifiés par un groupement borate sur le 

phosphate des nucléotides, sur les cellules Hela sur-exprimant la protéine GFP, permet d’obtenir une 

inhibition fonctionnelle plus importante qu’avec des siARN non-modifiés [24]. En effet, une modification sur 

26% des nucléotides, dont moins de 4% en position centrale, autorise une inhibition 15% plu

l’expression de la protéine GFP, par rapport à un siARN non-modifié autorisant 75% d’inhibition 
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Le phosphate formant le squelette du siARN peut être modifié en substituant la molécule 

C). L’utilisation du soufre 

mente l’internalisation dans les cellules sans affecter 

l’efficacité d’extinction [22]. Cependant, ces modifications peuvent être associées à une présence de 

cytotoxicité par l’activation aspécifique des voies apoptotiques [23]. L’utilisation du borate, quant à lui, 

augmente sensiblement la résistance aux nucléases sans altérer l’efficacité d’inhibition [24]. 

 

comparaison entre un nucléotide non-modifié (A), avec 

phosphodiester (B et C) et une modification du ribose en position 2’ (D, E, F) (D’après De Paula et 

Dans cette dernière étude, la transfection de siARN modifiés par un groupement borate sur le 

exprimant la protéine GFP, permet d’obtenir une 

modifiés [24]. En effet, une modification sur 

26% des nucléotides, dont moins de 4% en position centrale, autorise une inhibition 15% plus élevée de 

modifié autorisant 75% d’inhibition 
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fonctionnelle après transfection [24]. À l’inverse, une modification plus importante en position centrale peut 

nuire à l’efficacité d’inhibition, probablement en conséquence d’une altération de la région seed (voir 

chapire I). En outre, Hall et al. rapportent qu’aucun signe de cytotoxicité n’a été mis en évidence, même avec 

une modification de 76% des monophosphates des siARN testés [24]. Cependant, en dépit de l’amélioration 

de l’inhibition, la transfection des siARN, modifiés ou non, est dépendante d’un vecteur lipidique 

commercial, l’Oligofectamine [24]. En effet, ces résultats d’inhibition fonctionnelle sont issus d’une 

combinaison entre l’utilisation de vecteurs commerciaux et de modifications chimiques des siARN. 

 

1.2.1.2. Chimie sur le ribose 

Au niveau du ribose, les modifications principalement décrites se concentrent sur le carbone en 2’ 

normalement porteur d’un groupement hydroxyle (Figure II-3-A). Parmi les substitutions possibles, la 

présence d’un 2’-O-méthyl (Figure II-3-D) montre des caractéristiques intéressantes notamment pour éviter 

les effets indésirables mentionnés dans le chapitre I, à savoir l’induction possible de réponses immunitaires, 

des effets aspécifiques des ARN interférents et la saturation des voies endogènes. La 2’-O-méthylation d’un 

brin diminue la probabilité de sa sélection comme brin guide : appliquée au brin passager identifié au 

préalable, elle diminue sa probabilité de chargement dans le complexe multienzymatique RISC, augmentant 

ainsi l’efficacité du brin guide [26]. De plus, un positionnement de ce groupement dans la région seed 

diminue à la fois les effets aspécifiques [27] et la possibilité de réponse immunitaire non-désirée [28]. C’est 

pourquoi cette modification est couramment effectuée lors de la synthèse des siARN disponibles dans le 

commerce. 

Une autre substitution rapportée sur la position 2’ du ribose concerne l’insertion de fluor (Figure II-

3-E). Cette modification, utilisée pour des études in vivo, a montré des résultats intéressants pour 

l’amélioration de l’efficacité d’inhibition et dans la prolongation du temps de demi-vie dans le plasma [29]. 

En effet, les études de Layzer et al. rapportent un maintien complet de l’intégrité des siARN, modifiés par du 

fluor, dans le plasma humain après une heure d’incubation ; dans le même temps, des siARN n’ayant subi 

aucune modification sont totalement dégradés [29]. 

L’une des modifications chimiques les plus décrite dans la littérature concerne les siARN contenant 

des acides nucléiques bloqués (locked nucleic acid ou LNA) (Figure II-3-F). Les LNA sont caractérisés par une 

liaison 2’-O-méthyl-4’ associée à une augmentation considérable du temps de demi-vie dans le sérum : 

jusqu’à 90 heures avec des siARN modifiés, contenant entre 14 et 43% de LNA, pendant que les siARN non-

modifiés sont dégradés après 5 minutes [30]. Cependant, cette modification nécessite d’être contrôlée afin 

de ne pas perturber la prise en charge par les enzymes du complexe RISC [30]. La solution la plus adéquate 

consiste à concentrer les modifications sur le brin sens (ou passager) pour favoriser la sélection du brin anti-
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sens (ou guide) par la protéine Argonaute 2 [31]. Par ailleurs, la composition des séquences d’acides 

nucléiques comprenant des LNA doit être totalement maitrisée pour ne pas induire l’effet inhibiteur sur des 

miARN naturels, par effet stérique essentiellement, comme mentionné dans le chapitre I. 

 

1.2.2. Conjugaison à d’autres molécules 

Les extrémités des siARN peuvent également être modifiées par la liaison de ligands permettant 

d’améliorer leurs propriétés. Cependant, le greffage de ce type de molécule doit préférablement être 

effectué au niveau du brin sens afin de ne pas entraver le mécanisme d’ARNi [32]. En effet, le rôle essentiel 

du brin antisens pour la reconnaissance de l’ARNm cible limite les modifications apportées à ces séquences. 

Néanmoins, le greffage de molécules sur le brin anti-sens reste possible en position 3’, mais fortement 

dépendant de la nature du groupement choisi. Par exemple, un groupement biotine n’altère pas l’efficacité 

d’inhibition post-transcriptionnelle mais un groupement hydroxyéthylphosphate entraîne une perte 

d’efficacité [33, 34]. Ainsi, plusieurs familles de groupement peuvent être sélectionnées pour une 

conjugaison sur le brin sens préférentiellement. 

 

1.2.2.1. Groupements lipophiles 

Le principe est de synthétiser des siARN conjugués à des dérivés lipophiles (tels que le cholestérol) : 

la partie lipidique se lie alors de manière covalente avec une extrémité du brin sens (Figure II-4) [35] 

favorisant le passage de la membrane plasmique hydrophobe. 

 

 

 
 
Figure II-4. Conjugaison à un groupement lipophile : une liaison covalente entre le brin sens et une molécule de type 

cholestérol ou dérivé stéroïde permet d’augmenter l’internalisation et favorise le ciblage de cellules spécifiques  (D’après 

Lorenz et al., 2004 [35]). 
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Le cholestérol et ses analogues s’avèrent être des ligands particulièrement intéressants pour le 

ciblage du foie en raison de la présence de récepteurs sur les hépatocytes permettant l’endocytose du 

cholestérol [35]. En complément d’une propriété pour le ciblage, la conjugaison à ce type de molécule 

lipophile permet de stabiliser les siARN in vivo, jusqu’à 30 minutes, en diminuant leur clairance rénale [33, 

36]. Les résultats positifs obtenus avec le cholestérol ont ouvert la voie vers des tests avec d’autres 

molécules lipophiles, telles que des acides gras ou des acides biliaires [37]. Il a été observé que la liaison des 

siARN à ces molécules permet de cibler les hépatocytes à travers leurs récepteurs HDL (High Density 

Lipoprotein), et ainsi de favoriser l’internalisation dans ce modèle cellulaire. Afin d’illustrer cet effet, Lorenz 

et al. démontrent une efficacité d’inhibition de 46% après transfection de siARN, modifiés en 3’ du brin sens 

par du cholestérol ou par le composé lipophilique C32, sur des lignées cellulaires d’hépatome Huh-7 [35]. 

D’autres molécules lipophiles peuvent être associées de manière covalente aux siARN, notamment 

certaines vitamines. Nous pouvons citer par exemple la biotine B8 (ou vitamine A) ou l’α-tocophérol 

(vitamine E) (Figure II-5), ce dernier permettant le ciblage des hépatocytes [38]. Nishina et al. se sont 

appuyés sur la conjugaison d’α-tocophérol sur des siARN ciblant l’apolipoprotéine B (apoB) se trouvant dans 

le foie de souris [38]. L’injection de 32 mg/kg de ces siARN a induit une inhibition de 80% de l’expression de 

l’ARNm de l’apoB deux jours après traitement, sans avoir recours à un autre outil pour la transfection [38]. 

Cependant, l’absence de vecteur induit la nécessité d’utiliser des concentrations de siARN élevées, alors que 

dans le même temps, les publications actuelles peuvent rapporter des concentrations inférieures à 1 mg/kg. 

 

 

Figure II-5. Conjugaison à la vitamine E : une liaison covalente entre le brin sens et l’α-tocophérol a permis de cibler 

spécifiquement les hépatocytes grâce à leurs récepteurs de surface (d’après Manjunath et al., 2004 [39]). 

 

1.2.2.2. Groupements aptamères 

Les groupements aptamères sont des oligonucléotides synthétiques d’ADN ou d’ARN de 20 à 50 

nucléotides qui peuvent se fixer spécifiquement et avec une grande affinité à une cible. De par les banques 

importantes d’ARN existantes, de nombreux aptamères différents peuvent être générés pour se fixer à des 

récepteurs de nature très variée, ceci en leur donnant une conformation spatiale finement définie et 

contrôlée [20]. Des exemples sont décrits dans la littérature utilisant ce type de conjugaison : les travaux de 
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McNamara et al. s’appuient sur des aptamères fixant spécifiquement les antigènes membranaires de la 

prostate PSMA (Prostate-Specific Membrane Antigen) fortement exprimés par les cellules tumorales 

prostatiques [40]. L’injection intra-tumorale de siARN conjugués à cet aptamère, ciblant l’expression du gène 

Plk1 surexprimé dans les tumeurs humaines, permet une inhibition majeure de la croissance tumorale 

prostatique sur les souris traitées [40]. En effet, le volume de la tumeur mesurée passe de 0,7 cm3 avec un 

siARN contrôle sur un modèle de xénogreffe de souris exprimant PSMA (LNCaP), à un volume de 0,1 cm3 

avec le siARN ciblant Plk1 [40]. En outre l’utilisation de siARN ciblant Plk1 sur un modèle de xénogreffe chez 

la souris n’exprimant par PSMA (PC3) ne permet pas l’inhibition de la croissance tumorale [40]. 

Ainsi, la simplicité de synthèse et la forte spécificité des aptamères permettent de les considérer 

comme une alternative intéressante pour l’adressage des siARN. 

 

1.2.2.3. Groupements peptidiques 

Certaines séquences peptidiques d’environ trente acides aminés et de charge positive, appelées 

peptides de pénétration cellulaire (CPP), peuvent initier le passage de la membrane cellulaire.  Ces CPP 

peuvent aussi bien être associés aux siARN par des liaisons électrostatiques (voir partie 2.2.2.3) que par des 

liaisons covalentes permettant une conjugaison. Des études in vitro ont montré que les siARN, reliés aux CPP 

par une liaison labile, sont libérés dans le compartiment cytoplasmique sans avoir recours à une grande 

quantité de peptides [41]. Ainsi, Muratovska et al. démontrent une efficacité d’inhibition permise par la 

transfection de siARN, conjugués à des peptides de type pénétratine ou transportan, ciblant la GFP 

surexprimée chez des cellules murines. Après 7 jours d’incubation, les cellules EOMA-GFP et C166-GFP 

présentent une inhibition respective de 80% et 86% avec le siARN conjugué à la pénétratine et de 97% et 

68% avec le siARN conjugué au transportan. 

 

1.2.3. Conclusion sur les modifications chimiques 

Les modifications chimiques intrinsèques des siARN offrent un avantage intéressant : elles 

permettent d’obtenir des molécules plus stables [20, 42] et de diminuer les effets indésirables dus à 

l’utilisation de siARN synthétiques [20, 43] (voir chapitre I). En ce sens, les LNA représentent une alternative 

de plus en plus utilisée dans les études sur l’ARNi [44]. Néanmoins, ce genre de modification nécessite d’être 

finement contrôlée afin de ne pas interférer avec le mécanisme d’ARNi et diminuer son efficacité. En outre, 

en dépit de l’amélioration des propriétés du siARN permise par les modifications de leur structure, les 

modifications intrinsèques ne permettent pas des transfections efficaces sans outils alternatifs tels que des 
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vecteurs, probablement en raison de la nécessité d’un système d’adressage pour améliorer la protection, la 

distribution et l’internalisation de ces courtes séquences d’acides nucléiques.  

Les modifications par conjugaison de molécules, sur les brins sens des siARN, peuvent favoriser la 

délivrance d’ARN interférents indépendamment de l’utilisation de vecteurs. De plus, cette distribution peut 

présenter l’avantage d’être très spécifique et dépendante de la nature de la molécule greffée [40]. 

Cependant, cette stratégie peut rapidement devenir fastidieuse, notamment avec l’étude de plusieurs siARN 

différents et/ou sur différents modèles cellulaires. En effet, chaque type de siARN utilisé doit être modifié 

chimiquement et purifié par des procédés de chromatographie, des étapes contraignantes dans le cadre 

d’applications à grande échelle (criblage à haut-débit). En outre, une conjugaison adaptée à certains 

modèles cellulaires limite d’autant plus une utilisation pratique. 

 

1.3. Conclusion sur les stratégies de transfection physiques et chimiques 

Ces méthodes de transfection, ne s’appuyant pas sur l’utilisation de vecteurs, présentent des 

caractéristiques particulières permettant de leur attribuer des applications possibles privilégiées (Tableau II-

1). Ainsi, nous avons défini les applications de transfection possibles suivant quatre catégories qui 

représentent des enjeux majeurs dans le domaine de la transfection : la transfection in vitro, la transfection 

in vivo, la délivrance d’ARN interférents dans les cellules difficiles à transfecter et les applications de criblage 

à haut-débit. 

Les méthodes physiques présentent l’avantage majeur de favoriser l’internalisation des ARN 

interférents dans tous les types de cellule, en s’appuyant uniquement sur des caractéristiques forçant 

l’entrée des acides nucléiques. Ainsi, ces méthodes permettent de s’émanciper des limites rencontrées avec 

les cellules difficiles à transfecter. Cependant, leur caractère traumatisant, pouvant affecter la viabilité 

cellulaire, peut limiter leur utilisation. 

Les méthodes chimiques peuvent être divisées en deux catégories : les modifications intrinsèques 

et la conjugaison de groupement en 3’ du brin sens. Pour la première catégorie, en dépit d’une amélioration 

des caractéristiques, la transfection des siARN modifiés reste dépendante de l’utilisation d’autres moyens de 

délivrance, notamment les vecteurs. Pour la seconde catégorie, la conjugaison peut permettre une 

utilisation des siARN modifiés indépendamment d’autres moyens de délivrance. La sélectivité permise par 

les molécules choisies représente un atout pour une distribution spécifique, limitant ainsi des effets 

aspécifiques potentiels. Néanmoins, cette technique requiert une modification précise pour ne pas affecter 

l’efficacité du brin anti-sens dans le déclenchement de l’ARNi. De plus, une expérimentation de plus grande 

ampleur sur différents siARN et/ou sur différents types cellulaires peut représenter un ajustement 

fastidieux. 
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En ce sens, l’utilisation de vecteur peut s’avérer être une alternative intéressante. En effet, les 

familles de vecteur existantes actuellement possèdent des caractéristiques différentes des techniques 

physiques et chimiques. Par exemple, les vecteurs cationiques offrent la possibilité d’une complexation 

rapide s’appuyant sur un protocole simple, autorisant ainsi le test de nombreux siARN différents avec la 

même préparation de vecteur. Les différentes familles de vecteur (viraux, inorganiques, polymériques, 

peptidiques et lipidiques) vont être présentées pour évaluer leurs qualités, leurs limites, ainsi que les 

applications envisagées par leur utilisation. 

 

 Modifications physiques Modifications chimiques 

Avantages 

 
- Non-dépendantes du type cellulaire 
- Favorisation de l’internalisation 
 

- Amélioration des propriétés des 
siARN (stabilité, protection, …) 

- Sélectivité de la distribution 
(conjugaison) 
 

Inconvénients 

 
 

- Stress pour les cellules (mortalité, 
apoptose, …) 

- Manque de contrôle de la distribution 
(hétérogénéité) 

- Difficulté du processus 
 

 
- Nécessité d’un contrôle précis de la 

modification pour ne pas altérer 
l’efficacité 

- Non-adaptées pour les campagnes 
expérimentales importantes (avec 
différents siARN et sur différentes 
cellules) 

- Difficulté du processus 
 

Applications possibles 

 

 

 
- In vitro 
- Cellules difficiles à 

transfecter 
- In vivo 

Limité – sonoporation 
Ex vivo privilégié 
 

 

 

- In vitro  
Conjugaison (limité à 
certains organes) 

- In vivo  
Conjugaison (limité à 
certains organes) 

 

 

- Criblage haut-débit 
- In-vivo 

 

 

 
- Criblage haut-débit 
- Cellules difficiles à 

transfecter 
 

Tableau II-1. Comparaison des méthodes de transfection physiques et chimiques : chaque méthode présente des 

caractéristiques permettant de définir son domaine d’application privilégié. 
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2. Les vecteurs pour la transfection de siARN

2.1. Les vecteurs viraux

L’utilisation des virus, pour la délivrance de séquences d’acides nucléiques, repose

transférer leur propre matériel génétique dans les cellules de mammifères avec une grande efficacité. À partir 

de cette observation, les virus peuvent être modifiés de manière à réduire leur pouvoir pathogène [45], tout en 
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celles utilisées pour construire le vecteur et assurer 
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2.1.1. Les différentes classes de vecteurs viraux

Dans la littérature, trois classes de 

interférent : les rétrovirus, les adénovirus et les virus associés aux adénovirus (

AAV) (Figure II-6). 
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Dans la littérature, trois classes de vecteurs viraux se détachent pour la délivrance d’ARN 

: les rétrovirus, les adénovirus et les virus associés aux adénovirus (adeno
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distinguent et ont été utilisées pour des essais de transfection pour déclencher l’ARN interférence

virus associés aux adénovirus (AAV) et les rétrovirus (d’après Waehler et al., 2007 [46]). 
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L’utilisation des virus, pour la délivrance de séquences d’acides nucléiques, repose sur leur capacité à 

transférer leur propre matériel génétique dans les cellules de mammifères avec une grande efficacité. À partir 

de cette observation, les virus peuvent être modifiés de manière à réduire leur pouvoir pathogène [45], tout en 

s séquences d’ARN interférent. Le principe consiste à éliminer les séquences du virus codant pour 

certaines protéines, notamment celles associées à un comportement pathogène, pour conserver uniquement 

le cycle d’infection. Il existe plusieurs types de vecteurs 

viraux, chacun possédant des propriétés particulières pouvant être exploitées pour la transfection (Figure II-6). 

vecteurs viraux se détachent pour la délivrance d’ARN 

adeno-associated virus ou 

 

pour la transfection : trois familles majeures se 
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nucléiques est associée à une oncogénicité importante [48]. Les lentivirus, quant à eux, peuvent s’intégrer 

sans distinction dans les cellules en multiplication ou les cellules quiescentes, sans engendrer une forte 

oncogénicité [31]. En outre, les lentivirus présentent l’avantage de pouvoir exprimer la glycoprotéine G du 

virus de la stomatite vésiculaire qui, une fois présente au niveau de l’enveloppe (Figure II-6), permet une 

transfection de tous les types de cellule [31]. Les rétrovirus sont considérés comme l’un des vecteurs les plus 

efficaces pour la délivrance d’acides nucléiques. Toutefois, en dépit d’une réaction immunitaire faible 

engendrée par ces vecteurs, des mécanismes d’intégration génomique peuvent être mis en jeu, induisant 

des risques de mutagénèse insertionnelle potentiellement cancérigène. 

 

Contrairement aux rétrovirus, les adénovirus sont des virus nus à ADN double-brin (Figure II-6). Ces 

vecteurs sont dépourvus de pouvoir oncogène et proposent une transduction efficace d’une grande variété 

de cellules. Néanmoins, ils ne répondent pas au tropisme tissulaire et engendrent ainsi d’importantes 

réactions immunogènes [49, 50]. Malgré les efforts effectués pour diminuer ces effets indésirables, 

notamment par la réduction des doses en virus [51], les réponses inflammatoires et la toxicité restent 

problématiques et limitent l’utilisation de ces vecteurs [49]. 

 

Les virus associés aux adénovirus se caractérisent par un génome d’ADN simple brin. Malgré leur 

efficacité d’internalisation sur de nombreux types cellulaires, ces virus possèdent quelques gènes 

permettant une intégration au niveau du génome de la cellule ciblée [31]. Comme pour les adénovirus, l’une 

des restrictions les plus gênantes est la toxicité induite par l’utilisation de ce vecteur. 

 

Jin et al. ont démontré l’efficacité de délivrance de siARN par des vecteurs viraux dans une étude 

sur le rôle de la protéine NF-κB sur les lésions pulmonaires aiguës induites par sepsis [52]. NF-κB est un 

facteur de transcription important impliqué dans la régulation de l’expression des cytokines et des voies 

d’inflammation associées. Un vecteur rétroviral a permis de transporter le siARN ciblant p65 dans le but 

d’inhiber l’expression de NF-κB et d’évaluer l’impact au niveau du phénotype. L’expression de l’ARNm de NF-

κB, et de la protéine elle-même, a été réduite dans les cellules J774A.1 seulement deux heures après 

l’infection virale [52]. En outre, les niveaux d'expression ont diminué progressivement à mesure que la 

période d'incubation était prolongée. Ainsi, l’inhibition in vitro, permise par la délivrance intracellulaire de 

siARN, a été évaluée à 60% après 24 heures d’infection [52], démontrant l’efficacité de ce vecteur rétroviral. 
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2.1.2. Conclusion sur les vecteurs viraux 

Les vecteurs viraux sont spécialisés dans le transfert de matériel génétique, autorisant ainsi une 

délivrance efficace des séquences d’acides nucléiques (Tableau II-2). Leur caractère pathogène nécessite 

cependant d’être bloqué au préalable. Généralement, au regard de leur faculté d’intégration dans le 

compartiment nucléaire, voire d’insertion génomique, ce type de vecteur est essentiellement utilisé pour la 

délivrance d’ADN. Néanmoins, la délivrance de siARN par les vecteurs viraux a déjà été décrite dans la 

littérature [52, 53]. 

Les limites associées à de tels vecteurs, à savoir les risques d’immunogénicité, d’oncogénicité et de 

toxicité associée, induisent des difficultés importantes d’utilisation (Tableau II-2). En effet, le transfert 

clinique est soumis à des restrictions importantes, notamment depuis le décès d’un patient traité par un 

vecteur viral de type AAV en 2007 [54]. En outre, la production des vecteurs viraux en grande quantité est 

délicate en raison des risques de biosécurité et de synthèse dans un environnement L3 exclusivement. 

 

 

 Vecteurs viraux 

Avantages 

 
- Non-dépendants du type cellulaire 
- Forte infection et forte délivrance de siARN 
 

Inconvénients 

 
- Risques immunogènes/oncogènes 
- Cytotoxicité associée (Adénovirus et AAV) 
- Limitations pour le transfert clinique 
- Production et industrialisation 

 
 

Applications possibles 

 

 

 

 
- Cellules difficiles à transfecter 

 

 

 

 

- Criblage haut-débit 
- In vivo 

Transfert clinique limité 
- In vitro 

Industrialisation limitée 

Tableau II-2. Caractéristiques des vecteurs viraux : Chaque vecteur viral possède des caractéristiques permettant une 

infection efficace associée à des contraintes limitant leur utilisation. 
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Ainsi, en dépit d’une efficacité de délivrance élevée des siARN, l’utilisation limitée des vecteurs 

viraux exige le développement d’outils alternatifs. En ce sens, l’état de l’art décrit différentes familles de 

vecteurs non-viraux utilisées pour la transfection de siARN : les vecteurs inorganiques, polymériques, 

peptidiques et lipidiques. 

 

2.2. Les vecteurs synthétiques pour la transfection de siARN 

2.2.1. Les nanoparticules pour la transfection 

De par leurs propriétés physico-chimiques, les particules synthétiques apparaissent comme une 

alternative attrayante pour la délivrance intracellulaire de séquences d’acides nucléiques. Longtemps 

utilisées pour la vectorisation de principe actif in vivo [55, 56] ou d’ADN [45], la communauté scientifique se 

concentre depuis quelques années sur l’intérêt des nanoparticules pour la transfection de siARN (Figure II-7). 

Ainsi, le nombre de publication concernant la délivrance de siARN à travers l’utilisation de nanoparticules est 

en croissance constante depuis 2004 (Figure II-7). Au regard de nos recherches, les vecteurs inorganiques 

(gris) et peptidiques (bleu) semblent représenter les familles de nanoparticule les moins étudiées pour la 

transfection de siARN, ne dépassant pas les 60 publications par an sur ce sujet. Au contraire, les 

nanoparticules lipidiques (beige) et surtout polymériques (rouge) semblent être au cœur de l’attention, en 

atteste le nombre important, et croissant, de publication les concernant sur ce sujet (Figure II-7). 

 

 

Figure II-7. Intérêt porté sur les nanoparticules pour la transfection de siARN : Évaluation du nombre de publication se 

rapportant à l’utilisation de particules non-virales pour la transfection de siARN. D’après des recherches, par mots-clés, 

effectuées sur Scopus en juin 2014. 
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Chaque famille de particule présente des caractéristiques lui étant propres et déterminant les 

applications dans lesquelles elles sont utilisées de manière privilégiée [57]. Ainsi, les propriétés physico-

chimiques, la taille, la charge et les autres propriétés de surface sont dictées par les types, les structures et 

les orientations des matériaux qui composent la nanoparticule. Chaque élément doit être pris en 

considération lors de la conception afin d’optimiser les effets obtenus. 

 

En ce sens, la maîtrise des propriétés de surface est déterminante, notamment en termes de 

polarité. En effet, il apparait que la polarité influence considérablement l’interaction de la particule avec la 

membrane plasmique et les protéines sériques également chargées négativement. Ainsi, une particule 

présentant des charges positives facilite non seulement l’internalisation par association avec la membrane 

de la cellule [58], mais également l’association avec les siARN également chargés négativement. Des charges 

positives permettent également la déstabilisation de l’endosome par « appariement ionique » et/ou « effet 

pompe à proton »  [59] (voir Chapitre I). En revanche, ces charges apportent une limite avec une fixation plus 

importante aux protéines sériques pouvant entrainer une diminution de l’efficacité de transfection [27]. Ces 

propriétés de surface peuvent être optimisées par insertion de certains composés sur la particule. En 

particulier, l’usage de chaînes de polyéthylène glycol (PEG) conjuguées aux particules, quel que soit leur 

type, est devenu une stratégie majeure dans la conception des nanoparticules [60]. Le PEG est un polymère 

neutre et biocompatible dont la longueur de chaîne influence les propriétés de stabilisation et de protection 

des particules dans lesquelles il est intégré [27]. Cette caractéristique est probablement associée à la grande 

flexibilité de ces chaînes polymériques leur conférant un nombre important de configurations possibles ; 

ainsi, l’encombrement stérique à la surface des particules apparaît plus efficace, autorisant notamment une 

augmentation des temps de circulation des particules in vivo [61-63]. Plus particulièrement, tandis que les 

chaînes PEG possédant 14 carbones, contenues dans les nanoémulsions de type LNP, ont un taux de 

désorption de 45% par heure, les PEG possédant des chaînes de 16 et 18 carbones ont respectivement des 

taux de désorption de 1,3% et 0,2% par heure [64]. Ces caractéristiques se traduisent par des temps de 

demi-vie allant jusqu’à 3,7 heures pour les nanoparticules LNP contenant 1,5% de PEG-C18 alors qu’ils 

n’étaient que de 35 minutes avec la même quantité de PEG-C14 [64]. Ainsi, l’utilisation de PEG contenant 

des chaînes à 18 carbones semble être à privilégier pour améliorer les caractéristiques des nanoparticules. 

Cependant, cet encombrement peut également interférer dans les mécanismes d’internalisation de la 

particule en réduisant les interactions entre les charges cationiques potentielles de la particule et les 

phospholipides de la membrane.  

 

L’utilisation de vecteurs pour la délivrance de siARN exige des caractéristiques essentielles afin de 

transporter efficacement les acides nucléiques, de les protéger des diverses sources de dégradation, de 
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faciliter leur passage à travers la membrane plasmique et favoriser leur délivrance cytoplasmique (voir 

chapitre I). Dans cette partie, nous a

transfection de siARN en mettant en évidence leurs avantages et leurs inconvénients au regard des 

applications envisagées. 

 

2.2.2. Les classes de vecteurs synthétiques non

2.2.2.1. Les vecteurs inorganiques

Cette classe de nanoparticules s’appuie généralement sur des structures métalliques nécessitant 

un revêtement de surface afin de permettre la complexation des siARN chargés négativement (Figure II

Les noyaux de ces particules peuvent être construits à partir de fer magnétique, de cobalt, d’argent ou de 

nickel et subir des traitements de surface afin de leur imposer des fonctions chimiques (amine, carboxyl, 

alkyne, …). Un siARN peut être associé directement à ce cœur solide par une 

disulfure ou une liaison biotine-streptavidine [65, 66]. De manière plus fréquente, des polymères ou des 

lipides cationiques en surface des particules inorganiques favorisent la liaison avec les siARN [67] (Figure II

8). 

 

Figure II-8. Revêtement de surface des particules inorganiques : 

particules métalliques afin d’améliorer leurs propriétés de furtivité, solubilité et leur association avec les siARN (d’après

Veiseh, 2010 [68]). 
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Cette classe de nanoparticules s’appuie généralement sur des structures métalliques nécessitant 

un revêtement de surface afin de permettre la complexation des siARN chargés négativement (Figure II-8). 
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L’avantage majeur de ce type de vecteur concerne les propriétés magnétiques autorisant la 

visualisation de leur distribution par IRM (ou Imagerie par résonnance magnétique) ou la manipulation pour 

le ciblage spécifique de certains tissus [67]. Par ce procédé, un grand nombre d’étude s’appuie sur 

l’utilisation de quantum dots, des nanocristaux de matériaux semi-conducteurs de faibles dimensions, dont 

l’auto-fluorescence permet une visualisation rapide en imagerie cellulaire [69]. Le couplage de cette 

technologie avec les molécules existantes pour la transfection peuvent permettre d’optimiser la solubilité 

(par la présence de phospholipides [70]), l’internalisation (par des peptides de type CPP [71]) ou 

l’échappement endosomal (par des polymères ou des lipides adaptés [71, 72, 73]). 

D’ailleurs, une étude de Qi et al. démontre l’utilisation de quantum dot (QD), greffés avec des 

polymères de type polyéthylène imine (PEI), pour la transfection de siARN dans le but d’inhiber JAM-2, une 

protéine d’adhésion préférentiellement surexprimée dans les gliomes [74]. L’utilisation d’une concentration 

de 7,5 nM de ce QD modifié, associé à une concentration de 15 nM en siARN, permet une inhibition de 89% 

de l’ARNm de JAM-2 sur des cellules de gliomes U251, démontrant une efficacité élevée de ce vecteur [74]. 

En effet, ces concentrations en siARN sont celles utilisées couramment en laboratoire, démontrant la 

compétitivité de ce vecteur pour des applications in vitro. 

En dépit d’une certaine efficacité rapportée, ce type de vecteur ne représente pas actuellement 

l’alternative intéressante aux lipides, polymères et peptides dont l’innocuité et l’efficacité sont mieux 

documentés. En effet, ces vecteurs restent peu adaptés aux applications in vivo, où ils ne sont pas 

métabolisés et mal excrétés par le corps [75], et in vitro où les risques toxicologiques dus à la teneur en 

métaux lourds de la plupart de ces vecteurs les rendent peu adaptés [76]. En outre, le grand rapport surface-

volume et l’énergie de surface élevée de ces particules provoquent une tendance à l’agrégation afin de 

minimiser les énergies de surface. De plus, les nanoparticules d’oxyde de fer nues ont une activité chimique 

élevée et sont facilement oxydés dans l’air (surtout la magnétite), se traduisant généralement par une perte 

de magnétisme et de la dispersion. Par conséquent, le revêtement de surface apparaît primordial afin 

d’améliorer ces caractéristiques, notamment en termes de stabilité des particules. Par ailleurs, le couplage 

de ces vecteurs avec des molécules cationiques (polymères, lipides) est essentiel pour permettre la 

complexation avec les courtes séquences d’acides nucléiques. Cependant, les applications possibles dans le 

domaine de l’imagerie apportent un intérêt croissant pour une délivrance mieux comprise et mieux 

contrôlée. 
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2.2.2.2. Les vecteurs polymériques

Les nanoparticules polymériques sont des systèmes colloïdaux solides et biodégradables qui ont 

largement été étudiés pour le transport de gènes, notamment pour les 

majorité des stratégies emploie des polymères fortement cationiques pouvant établir des liaisons 

électrostatiques avec les acides nucléiques pour former des polyplexes. Ils sont généralement classés en 

trois catégories : 

- Les polymères synthétiques qui comptent la polyéthylèneimine (PEI) et les dendrimères

- Les polymères naturels parmi lesquels le cyclodextrine et le chitosane

- Les polymères non

poly-conjugués dynamiques.

 

Les polymères synthétiques cationiques

Les polyéthylèneimines font partie des polymères synthétiques les plus connus et les plus utilisés 

pour la transfection de siARN. Les PEI sont formés à partir d’un réseau hautement ramifié d’éthylène

contenant une forte proportion de charges cationi

matriciel nanosphérique dans lequel les siARN s’insèrent par des liaisons électrostatiques (Figure II

études utilisant le PEI comme vecteur de siARN montrent des transfections très efficaces en f

l’endocytose in vitro et in vivo [77, 78]. Comme de nombreux vecteurs polymériques, les PEI ont la 

particularité de déclencher l’effet «

(voir chapitre I), en raison d’une importan
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siARN (Image issue du CNRS : http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/dosnano/accueil.htm
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contenant une forte proportion de charges cationiques. L’enchevêtrement des polymères forme un réseau 

matriciel nanosphérique dans lequel les siARN s’insèrent par des liaisons électrostatiques (Figure II

études utilisant le PEI comme vecteur de siARN montrent des transfections très efficaces en f

[77, 78]. Comme de nombreux vecteurs polymériques, les PEI ont la 

particularité de déclencher l’effet « pompe à proton », permettant de favoriser l’échappement endosomal 

(voir chapitre I), en raison d’une importante quantité de charge positive.  

les PEI s’organisent en « pelote » formant une sphère où peuvent venir s’insérer les 

http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/dosnano/accueil.htm). 
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Les nanoparticules polymériques sont des systèmes colloïdaux solides et biodégradables qui ont 

siARN (Figure II-7). La grande 

majorité des stratégies emploie des polymères fortement cationiques pouvant établir des liaisons 

électrostatiques avec les acides nucléiques pour former des polyplexes. Ils sont généralement classés en 

polymères synthétiques qui comptent la polyéthylèneimine (PEI) et les dendrimères ; 

Les polymères naturels parmi lesquels le cyclodextrine et le chitosane ; 

glycolide) (ou PLGA) et les 

Les polyéthylèneimines font partie des polymères synthétiques les plus connus et les plus utilisés 

pour la transfection de siARN. Les PEI sont formés à partir d’un réseau hautement ramifié d’éthylène-imines 

ques. L’enchevêtrement des polymères forme un réseau 

matriciel nanosphérique dans lequel les siARN s’insèrent par des liaisons électrostatiques (Figure II-9). Les 

études utilisant le PEI comme vecteur de siARN montrent des transfections très efficaces en favorisant 

[77, 78]. Comme de nombreux vecteurs polymériques, les PEI ont la 
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En outre, un facteur supplémentaire peut intervenir afin de rompre les membranes de 

l’endosome : l’effet parapluie (Figure II

vésicule, les groupements amines du polymère, alors protonés, sont électrost

des autres. Le volume occupé va ainsi être élargi contribuant, en complément de l’entrée d’eau, à la rupture 

de la vésicule endosomale. 

 

Figure II-10. Représentation de l’effet «

suite à la complexation avec des acides nucléiques. L’acidification du compartiment endosomal entraine une 

décondensation de ce polymère, qui gonfle la vésicule jusqu’à la rupture (d’après Nguyen et Szoka, 2012 [79]).

 

En plus de l’effet pompe à proton important, les polymères de PEI permettent une protection des 

siARN, vis-à-vis des nucléases notamment, augmentant ainsi leur temps de demi

et al. ont délivré in vivo des siARN ciblant l’expression du gène HER

nombreux cancers humains et généralement associée à un pronostic défavorable et à un comportement 

malin plus agressif des tumeurs [71]. L’injection intra

nmole de siARN complexés au vecteur PEI permet une réduction majeure de la taille du xénogreffe de 

tumeur. En effet, alors que le contrôle démontre des tailles de tumeur allant jusqu’à 130 mm², l’inhibition 

induite par la délivrance du siARN maintien la taille à 30 mm². 
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facteur supplémentaire peut intervenir afin de rompre les membranes de 

: l’effet parapluie (Figure II-10). Alors que l’effet pompe à proton permet l’acidification de la 

vésicule, les groupements amines du polymère, alors protonés, sont électrostatiquement repoussés les uns 

des autres. Le volume occupé va ainsi être élargi contribuant, en complément de l’entrée d’eau, à la rupture 

10. Représentation de l’effet « parapluie » induit par l’étalement du polymère : Les polymères se condensent 

suite à la complexation avec des acides nucléiques. L’acidification du compartiment endosomal entraine une 

décondensation de ce polymère, qui gonfle la vésicule jusqu’à la rupture (d’après Nguyen et Szoka, 2012 [79]).

En plus de l’effet pompe à proton important, les polymères de PEI permettent une protection des 

vis des nucléases notamment, augmentant ainsi leur temps de demi-vie [71]. Ainsi, Urban

des siARN ciblant l’expression du gène HER-2, une protéine surexprimée dans de 

nombreux cancers humains et généralement associée à un pronostic défavorable et à un comportement 

des tumeurs [71]. L’injection intra-péritonéale, deux à trois fois par semaine, de 0,6 

au vecteur PEI permet une réduction majeure de la taille du xénogreffe de 

tumeur. En effet, alors que le contrôle démontre des tailles de tumeur allant jusqu’à 130 mm², l’inhibition 

rance du siARN maintien la taille à 30 mm².  
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des autres. Le volume occupé va ainsi être élargi contribuant, en complément de l’entrée d’eau, à la rupture 

 

Les polymères se condensent 

suite à la complexation avec des acides nucléiques. L’acidification du compartiment endosomal entraine une 

décondensation de ce polymère, qui gonfle la vésicule jusqu’à la rupture (d’après Nguyen et Szoka, 2012 [79]). 

En plus de l’effet pompe à proton important, les polymères de PEI permettent une protection des 

vie [71]. Ainsi, Urban-Klein 

2, une protéine surexprimée dans de 

nombreux cancers humains et généralement associée à un pronostic défavorable et à un comportement 

ois fois par semaine, de 0,6 

au vecteur PEI permet une réduction majeure de la taille du xénogreffe de 

tumeur. En effet, alors que le contrôle démontre des tailles de tumeur allant jusqu’à 130 mm², l’inhibition 
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Cependant, le PEI est associé à des problèmes significatifs de toxicité limitant leur utilisation in 

vitro et in vivo. Les mécanismes moléculaires de la cytotoxicité de ce polymère peuvent être expliqués par 

des dommages au niveau de la membrane cellulaire et par l’activation d’un programme apoptotique. En 

effet, le PEI semble induire la formation de canaux dans la membrane mitochondriale externe déclenchant le 

mécanisme d’apoptose [80, 81]. Par exemple, Moghimi et al. ont démontré que des polymères PEI branchés 

de 25 kDa provoquent un relargage massif de lactate déshydrogénase, jusqu’à 80%, après seulement deux 

heures d’incubation sur des cellules Jurkat [80]. L’induction d’une cytotoxicité élevée a ainsi été rapportée 

sur des cellules d’hépatocyte THLE-3 et des cellules primaires HUVEC [80]. Des stratégies existent pour 

améliorer ce paramètre ; ainsi, l’association avec des polymères de type PEG a été décrit comme pouvant 

améliorer la viabilité cellulaire jusqu’à 40% [82]. 

 

 Les dendrimères représentent une seconde famille de polymère synthétique régulièrement décrite 

dans la littérature. Ces particules sont des polymères hautement ramifiés centrés autour de cavités centrales 

d’environ 100 nm pouvant accueillir diverses molécules hydrophiles, et en particulier les siARN, les 

protégeant ainsi contre la dégradation dans le sérum [83] (Figure II-11). Compte tenu de la grande densité 

de charges positives sur leur surface, les dendrimères peuvent également transporter les siARN en créant 

des liaisons électrostatiques [84, 85]. Les dendrimères cationiques tels que la poly-amidoamine (ou PAMAM) 

sont les plus particulièrement étudiés pour la délivrance des siARN en raison de la facilité de synthèse et de 

leur disponibilité commerciale. Différentes études ont montré leur efficacité pour induire l’ARN interférence 

grâce à une transfection efficace des siARN [88, 89]. Ainsi, l’utilisation de PAMAM, modifié chimiquement 

pour cibler spécifiquement les cellules A2780, pour la délivrance de siARN a permis l’inhibition de 60% de 

l’expression de la protéine BCL2 [89]. Cependant, dans cette étude de Patil et al., les siARN sont utilisés à 

une concentration élevée de 1 µM, démontrant la nécessité d’améliorer ces formulations pour tester des 

concentrations en siARN plus faibles [89]. 

Cependant, tout comme le PEI, le polymère PAMAM démontre des risques de cytotoxicité 

principalement dus à leurs charges de surface, provoquant l’apoptose par un dysfonctionnement 

mitochondrial et réduisant ainsi les possibilités d’adaptation des concentrations en fonction de la toxicité et 

de l’efficacité [88]. Ainsi, en dépit d’une efficacité décrite pour la transfection de siARN, les polymères 

synthétiques semblent engendrer des risques de cytotoxicité limitant leur utilisation. Des stratégies visant à 

améliorer la viabilité cellulaire sont nécessaires [82, 89]. 
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Figure II-11. Structure d’un dendrimère de type PAMAM : 

des cavités hydrophiles où peuvent être encapsulés les siARN.

 

Les polymères naturels cationiques

Une alternative à la cytotoxicité importante induite par les polymères synthétiques est ouverte 

avec l’utilisation des polymères naturels. Dans la littérature, la cyclodextrine et, surt

principalement décrits pour la délivrance de siARN.

Les cyclodextrines sont des polymères naturels générés au cours de la digestion de la cellulose 

bactérienne. Elles possèdent des structures en «

mesurant de 0,45 à 0,85 nm de diamètre. Cette cavité possède un environnement carboné hydrophobe 

tandis que l’extérieur du « tube » présente des groupements hydroxyles autorisant une grande solubilité en 

milieu aqueux. Cette cavité apolaire 

variété de molécules hydrophobes. De plus, chaque molécule de cyclodextrine peut contenir du PEG lié de 

manière covalente permettant d’assurer la stabilité de la particule [90]. Malgré 

caractéristiques structurales intéressantes, ce polymère a une interaction limitée avec les acides nucléiques 

et nécessite une association avec un autre motif cationique. 

Des études décrivent d’ailleurs l’utilisation de polymères polyc

cyclodextrine, des molécules PEG ainsi que de la transferrine utilisée comme ligand de ciblage pour la liaison 

aux récepteurs surexprimés sur les cellules cancéreuses [91]. La structure de base correspond à un polymère 

cationique enveloppant les siARN et dans lequel ont été intégrées des molécules de cyclodextrine, 

l’ensemble formant une particule colloïdale stable de 50 nm de diamètre [91].
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peuvent être encapsulés les siARN. 

Les polymères naturels cationiques 

Une alternative à la cytotoxicité importante induite par les polymères synthétiques est ouverte 

avec l’utilisation des polymères naturels. Dans la littérature, la cyclodextrine et, surt

principalement décrits pour la délivrance de siARN. 

Les cyclodextrines sont des polymères naturels générés au cours de la digestion de la cellulose 

bactérienne. Elles possèdent des structures en « tube creux » (Figure II-12) avec une

mesurant de 0,45 à 0,85 nm de diamètre. Cette cavité possède un environnement carboné hydrophobe 

» présente des groupements hydroxyles autorisant une grande solubilité en 

polaire provoque la formation de complexes d’inclusion avec une grande 

variété de molécules hydrophobes. De plus, chaque molécule de cyclodextrine peut contenir du PEG lié de 

manière covalente permettant d’assurer la stabilité de la particule [90]. Malgré 

caractéristiques structurales intéressantes, ce polymère a une interaction limitée avec les acides nucléiques 

et nécessite une association avec un autre motif cationique.  

Des études décrivent d’ailleurs l’utilisation de polymères polycationiques contenant de la 

cyclodextrine, des molécules PEG ainsi que de la transferrine utilisée comme ligand de ciblage pour la liaison 

aux récepteurs surexprimés sur les cellules cancéreuses [91]. La structure de base correspond à un polymère 

enveloppant les siARN et dans lequel ont été intégrées des molécules de cyclodextrine, 

l’ensemble formant une particule colloïdale stable de 50 nm de diamètre [91]. 
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les ramifications, numérotées de 1 à 4, permettent de définir 

Une alternative à la cytotoxicité importante induite par les polymères synthétiques est ouverte 

avec l’utilisation des polymères naturels. Dans la littérature, la cyclodextrine et, surtout, le chitosane sont 

Les cyclodextrines sont des polymères naturels générés au cours de la digestion de la cellulose 

12) avec une cavité en leur centre 

mesurant de 0,45 à 0,85 nm de diamètre. Cette cavité possède un environnement carboné hydrophobe 

» présente des groupements hydroxyles autorisant une grande solubilité en 

la formation de complexes d’inclusion avec une grande 

variété de molécules hydrophobes. De plus, chaque molécule de cyclodextrine peut contenir du PEG lié de 

manière covalente permettant d’assurer la stabilité de la particule [90]. Malgré sa géométrie et ses 

caractéristiques structurales intéressantes, ce polymère a une interaction limitée avec les acides nucléiques 

ationiques contenant de la 

cyclodextrine, des molécules PEG ainsi que de la transferrine utilisée comme ligand de ciblage pour la liaison 

aux récepteurs surexprimés sur les cellules cancéreuses [91]. La structure de base correspond à un polymère 

enveloppant les siARN et dans lequel ont été intégrées des molécules de cyclodextrine, 
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Figure II-12. Structure de la cyclodextrine : 

être encapsulés les siARN. 

 

Notamment, l’inhibition du gène EWS

l’internalisation de siARN avec des cyclodextrines modifiées pour présenter une nature polycationique [91].

En effet, une incubation de 48 heures avec une concentration de 100 nmol/L de vecteur autorise une 

inhibition de 59% du gène ciblée [91]. Les mêmes expériences effectuées 

n’engendrent aucune expression des enzymes hépatiques

aminotransférase), témoignant d’une innocuité intéressante de ce vecteur [91]. Ce polymère s’avère donc 

être une alternative intéressante pour la transfection de siARN, mais nécessite un couplage avec une autre 

molécule cationique. 

 

 

 

Enfin, l’utilisation de chitosane est régulièrement décrite pour la transfection de séquences 

d’acides nucléiques in vitro et in vivo 

D-glucosamines et de D-glucosamines distribués de manière aléatoire (Figure II

polymère de chitosane consiste en une nanoparticule sans forme définie ou stable. Les

hydrophiles et leur nature polycationique facilite leur adhérence aux membranes cellulaires. En outre, ces 

vecteurs présentent les avantages d’être biocompatible, biodégradable et de permettre une production à 

faible coût. Les particules formulées à partir de ce polymère ont permis notamment l’inhibition de 

l’expression de la protéine de fluorescence verte GFP surexprimée dans les poumons de souris [94]. Dans 

cette étude décrite par Howard et al.

chitosane à un ratio N/P de 6/1, a été administrée chaque jour à une souris de manière intranasale. Après 

cinq jours, le nombre de cellule épithéliale exprimant la GFP au niveau des bronchioles a été réduit de 43%, 

sans toxicité associée [94]. 
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12. Structure de la cyclodextrine : les ramifications permettent de définir des cavités hydrophiles où peuvent 

Notamment, l’inhibition du gène EWS-FLI1 sur les cellules TC71 a été décrite, suite à 

l’internalisation de siARN avec des cyclodextrines modifiées pour présenter une nature polycationique [91].

En effet, une incubation de 48 heures avec une concentration de 100 nmol/L de vecteur autorise une 

inhibition de 59% du gène ciblée [91]. Les mêmes expériences effectuées in vivo

n’engendrent aucune expression des enzymes hépatiques (aspartate aminotransférase et alanine 

témoignant d’une innocuité intéressante de ce vecteur [91]. Ce polymère s’avère donc 

être une alternative intéressante pour la transfection de siARN, mais nécessite un couplage avec une autre 

Enfin, l’utilisation de chitosane est régulièrement décrite pour la transfection de séquences 

in vivo [92-94]. Ce polysaccharide d’origine naturelle est composé de N

glucosamines distribués de manière aléatoire (Figure II

polymère de chitosane consiste en une nanoparticule sans forme définie ou stable. Les

hydrophiles et leur nature polycationique facilite leur adhérence aux membranes cellulaires. En outre, ces 

vecteurs présentent les avantages d’être biocompatible, biodégradable et de permettre une production à 

ormulées à partir de ce polymère ont permis notamment l’inhibition de 

l’expression de la protéine de fluorescence verte GFP surexprimée dans les poumons de souris [94]. Dans 

et al.,  une concentration de 1 mg/mL de siARN, com

à un ratio N/P de 6/1, a été administrée chaque jour à une souris de manière intranasale. Après 

cinq jours, le nombre de cellule épithéliale exprimant la GFP au niveau des bronchioles a été réduit de 43%, 
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des cavités hydrophiles où peuvent 

FLI1 sur les cellules TC71 a été décrite, suite à 

l’internalisation de siARN avec des cyclodextrines modifiées pour présenter une nature polycationique [91]. 

En effet, une incubation de 48 heures avec une concentration de 100 nmol/L de vecteur autorise une 

in vivo sur des souris C57BL/6 

(aspartate aminotransférase et alanine 

témoignant d’une innocuité intéressante de ce vecteur [91]. Ce polymère s’avère donc 

être une alternative intéressante pour la transfection de siARN, mais nécessite un couplage avec une autre 

Enfin, l’utilisation de chitosane est régulièrement décrite pour la transfection de séquences 

94]. Ce polysaccharide d’origine naturelle est composé de N-acétyl-

glucosamines distribués de manière aléatoire (Figure II-13). Globalement, un 

polymère de chitosane consiste en une nanoparticule sans forme définie ou stable. Les chitosanes sont 

hydrophiles et leur nature polycationique facilite leur adhérence aux membranes cellulaires. En outre, ces 

vecteurs présentent les avantages d’être biocompatible, biodégradable et de permettre une production à 

ormulées à partir de ce polymère ont permis notamment l’inhibition de 

l’expression de la protéine de fluorescence verte GFP surexprimée dans les poumons de souris [94]. Dans 

,  une concentration de 1 mg/mL de siARN, complexé au polymère 

à un ratio N/P de 6/1, a été administrée chaque jour à une souris de manière intranasale. Après 

cinq jours, le nombre de cellule épithéliale exprimant la GFP au niveau des bronchioles a été réduit de 43%, 
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Figure II-13. Structure du chitosane : ce polymère cationique linéaire est composé d’un enchainement de glucosamine. 

  

Cependant, le chitosane démontre un échappement endosomal limité dû à une capacité de 

tamponnage parfois insuffisante pour l’endosomolyse nécessaire à la délivrance cytoplasmique [78]. Cet 

effet peut être induit par une limitation de la solubilité du chitosane ; en effet, ce polymère ne permet une 

solubilisation que dans des solutions aqueuses acides en dessous d’un pH de 6,5. De plus, la sélection du 

chitosane reste un facteur déterminant, un poids moléculaire trop élevé de ces polymères étant 

couramment associé à une cytotoxicité [79].  

Ainsi, les vecteurs polymériques naturels autorisent une transfection de siARN efficace en 

maintenant une innocuité importante. Néanmoins, l’obtention de lots reproductibles est difficile entraînant 

des variabilités possibles au niveau des caractérisations et des résultats. 

 

Les polymères non-cationiques 

D’autres travaux s’appuient sur l’utilisation de polymères ayant la caractéristique d’être non-

chargés positivement. Nous pouvons notamment citer l’utilisation de PLGA et des poly-conjugués 

dynamiques. Le PLGA (ou poly(lactic-co-glycolic acid)) est un copolymère biodégradable d’acide glycolique et 

d’acide lactique (Figure II-14). Ce vecteur a surtout été utilisé pour la délivrance d’ADN plasmidique et de 

siARN ces dernières années. Ces polymères forment des émulsions avec les siARN afin de les transporter par 

un englobement physique dans des nanosphères. Ainsi, le PLGA démontre plusieurs avantages majeurs pour 

la transfection d’acides nucléiques, à savoir une grande stabilité, une absorption cellulaire facilitée par 

endocytose, une capacité intéressante à cibler des tissus ou des organes spécifiques par adsorption ou 

liaison à un ligand, une biodégradabilité ainsi qu’une faible toxicité [96]. 

Cependant, ces copolymères non-cationiques présentent une interaction électrostatique faible 

avec les siARN et sont moins efficaces dans l’échappement endosomal et la libération de siARN [96, 97]. 

Pour pallier ce problème, la complémentarité avec d’autres groupements peut être envisagée, notamment 

avec des molécules portant des charges cationiques telles que le DOTAP, le PEI ou les polyamines [78]. Jeon 

et al. ont ainsi associé des particules PLGA avec des polymères PEI pour l’inhibition du gène Cbfa-1 chez des 
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cellules hMSC [98]. Ainsi, une inhibition majeure de l’ARNm de Cbfa

incubation du complexe polymérique [98].

 

Figure II-14. Structure du PLGA : Le PLGA est une association de deux groupements, l’acide glycolique et l’acide lactique.

 

 

Les poly-conjugués dynamiques représentent un autre type de vecteur polymérique non

cationique. Ces polymères sont un mélange de différentes molécules apportant chacun

particulière [99] : des polymères amphiphiles, des groupements d’un anhydre maléique, des polymères PEG 

et des ligands de ciblage. Les polymères amphiphiles, comprenant des groupements amines, favorisent 

l’échappement endosomal tandis que 

différentes molécules sont reliées par les groupements de l’anhydre maléique qui, en milieu acide, perdent 

leur stabilité et se rompent. 

Ainsi, après reconnaissance spécifique du ligan

par endocytose. La différenciation lysosomale entraine alors une diminution du pH et une acidification de 

l’environnement (voir chapitre I) entrainant la rupture des liaisons maléamates. Les différente

molécule se séparant, les groupements amines sont découverts et permettent la lyse de l’endosome et la 

libération du siARN dans le cytoplasme (Figure II

complexe et donc plus coûteuse que d’autres vecteurs disponibles commercialement.
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cellules hMSC [98]. Ainsi, une inhibition majeure de l’ARNm de Cbfa-1 est observée 24 heures après 

complexe polymérique [98]. 

Le PLGA est une association de deux groupements, l’acide glycolique et l’acide lactique.

conjugués dynamiques représentent un autre type de vecteur polymérique non

olymères sont un mélange de différentes molécules apportant chacun

: des polymères amphiphiles, des groupements d’un anhydre maléique, des polymères PEG 

et des ligands de ciblage. Les polymères amphiphiles, comprenant des groupements amines, favorisent 

l’échappement endosomal tandis que les polymères PEG assurent la furtivité et la protection des siARN. Les 

différentes molécules sont reliées par les groupements de l’anhydre maléique qui, en milieu acide, perdent 

Ainsi, après reconnaissance spécifique du ligand par la cellule ciblée, la particule est internalisée 

par endocytose. La différenciation lysosomale entraine alors une diminution du pH et une acidification de 

l’environnement (voir chapitre I) entrainant la rupture des liaisons maléamates. Les différente

molécule se séparant, les groupements amines sont découverts et permettent la lyse de l’endosome et la 

libération du siARN dans le cytoplasme (Figure II-15) [99]. Néanmoins, la synthèse de ce type de particule est 

euse que d’autres vecteurs disponibles commercialement.

93 

1 est observée 24 heures après 

 

Le PLGA est une association de deux groupements, l’acide glycolique et l’acide lactique. 

conjugués dynamiques représentent un autre type de vecteur polymérique non-

olymères sont un mélange de différentes molécules apportant chacune une spécificité 

: des polymères amphiphiles, des groupements d’un anhydre maléique, des polymères PEG 

et des ligands de ciblage. Les polymères amphiphiles, comprenant des groupements amines, favorisent 

les polymères PEG assurent la furtivité et la protection des siARN. Les 

différentes molécules sont reliées par les groupements de l’anhydre maléique qui, en milieu acide, perdent 

d par la cellule ciblée, la particule est internalisée 

par endocytose. La différenciation lysosomale entraine alors une diminution du pH et une acidification de 

l’environnement (voir chapitre I) entrainant la rupture des liaisons maléamates. Les différentes parties de la 

molécule se séparant, les groupements amines sont découverts et permettent la lyse de l’endosome et la 

15) [99]. Néanmoins, la synthèse de ce type de particule est 

euse que d’autres vecteurs disponibles commercialement. 
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Figure II-15. Fonctionnement des poly-conjugués dynamiques : la nanoparticule se désassemble de manière 

séquentielle et contrôlée en fonction des propriétés chimiques de l’environnement, libérant au final le siARN dans le 

cytoplasme de la cellule. 

 

En résumé, les vecteurs polymériques se séparent en trois classes, chacune présentant des 

avantages et des limites (Tableau II-3). Les vecteurs synthétiques se démontrent très efficaces pour la 

complexation de siARN par une condensation des polymères avec les acides nucléiques. Par ailleurs, 

l’efficacité de transfection de siARN se montre régulièrement élevée, notamment grâce à un échappement 

endosomal facilitée. En revanche, la toxicité induite par leur utilisation limite leur utilisation. Ainsi, une 

alternative, par association avec d’autres groupements, nécessite d’être développée pour utiliser ce type de 

vecteur. 

À l’inverse, les polymères naturels semblent globalement apporter moins de cytotoxicité mais 

possèdent un pouvoir tampon en-deçà des capacités nécessaires à la fuite de l’endosome. Sans cette étape, 

les siARN se voient majoritairement dégradés sans avoir eu l’occasion d’exercer leur action. De plus, la 

reproductibilité lors de la formulation de ce type de particule semble limitée, entraînant des variations 

possibles dans les résultats. 

Par ailleurs, le manque de contrôle sur les caractéristiques physico-chimiques du réseau matriciel 

formé par les polymères (PEI, chitosane,…) peut accroître la difficulté de contrôler certains aspects 

importants de la transfection. Une taille non-définie, une structure dont peuvent s’échapper certains 

composants, relarguant ainsi des siARN, sont des aspects pouvant altérer l’efficacité de transfection ou 

apporter des effets secondaires indésirables.  
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Classe de 
polymère 

Type de polymère Avantages Inconvénients 

Polymères 
synthétiques 

PEI 

Dendrimère (PAMAM) 

 
- Efficacité de transfection 
- Échappement endosomal 

favorisé 
 

- Forte toxicité 

Polymères 
naturels 

Cyclodextrine 

Chitosan 

- Biodégradabilité 
- Absence de toxicité 
- Faible coût de production 

 
- Difficulté d’avoir des 

lots reproductibles 
 

- Faible pouvoir 
tampon 
Chitosan 

 

- Faible associations 
aux siAR 
Cyclodextrine 
 

Polymères 

non-cationiques 

PLGA 

Poly-conjugué dynamique 

- Faible toxicité 
- Internalisation facilitée 

 
- Complexité de 

production/ coût 
Polyconjugué 
dynamique 
 

- Échappement 
endosomal limité 
PLGA 
 

Tableau II-3. Comparaison entre les différents vecteurs polymériques : Les polymères montrent d’importantes 

efficacités de transfection pour les siARN mais les limites importantes nécessitent une optimisation de leur formulation. 

 

2.2.2.3. Les vecteurs peptidiques 

Les peptides présentent des capacités de polymorphisme intéressantes : ils ont une faible stabilité 

intrinsèque permettant de modifier leur conformation afin de s’adapter aux conditions externes [100, 101]. 

Avec leur importante surface accessible et leur forte énergie d’interaction, les peptides peuvent se lier à une 

molécule avec une meilleure sélectivité que la plupart des autres familles de molécule. De plus, leur 

polymorphisme leur confère la possibilité de diminuer leur affinité pour la molécule qu’ils transportent par 

réorganisation en conformation tridimensionnelle, permettant un relargage facilité de la molécule d’intérêt 

[100, 101]. Comme décrit précédemment (voir 1.2.2.3. Groupements peptidiques), les peptides peuvent être 

associés avec les siARN par des liens covalents pour permettre une transfection efficace [102-104]. 

Cependant, l’établissement d’une liaison covalente entre le siARN et le peptide exige des taux de siARN mille 

fois plus importants pour maintenir l’efficacité d’inhibition [105]. La formation de complexes par 
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l’établissement de liaisons électrostatiques entre les siARN et des peptides cationiques semble être la voie à 

privilégier. En ce sens, les peptides les plus couramment utilisés pour la transfection de siARN sont les 

peptides de pénétration cellulaire (CPP). 

Les CPP sont de petits peptides de 9 à 35 acides aminés capables d’induire la translocation d’une 

molécule lui étant associée à travers la membrane plasmique. Ils sont principalement composés d’acides 

aminés possédant une charge cationique (arginine, lysine et histidine) autorisant des interactions avec les 

siARN et avec les motifs anioniques présents sur la surface de la membrane plasmique (voie de transport 

récepteur-indépendant) [106]. Il existe deux voies principales d’internalisation des CPP transportant des 

siARN selon leurs caractéristiques physico-chimiques qui, toutes deux, sont dépendantes de la liaison aux 

HSPG (ou Heparan Sulfate ProteoGlycans) se trouvant à la surface des cellules [107]. De manière générale, 

les peptides cationiques empruntent préférentiellement des voies dépendantes de l’endocytose 

(macropinocytose ou endocytose dépendante des clathrines selon la concentration en peptide utilisée) 

[108]. À l’inverse, les peptides amphipathiques pourront être internalisés par des voies indépendantes de 

l’endocytose. 

 

Les CPP cationiques 

Les CPP cationiques, tels que Tat ou les oligoarginines, sont riches en arginine. Ces peptides sont 

les plus fréquemment utilisés en raison de leur efficacité à véhiculer des molécules exogènes à l’intérieur des 

cellules [109]. Cette efficacité accrue, comparée à la lysine ou à l’histidine, semble dépendre du groupement 

guanidine formant des liaisons hydrogènes avec différents groupes fonctionnels associés aux molécules de la 

cellule (phosphates, carboxylates, sulfates). Ainsi, l’affinité des CPP riches en arginine pour la surface 

cellulaire est augmentée [106]. La neutralisation des charges positives de l’arginine par ces contre-ions non 

spécifiques entraine la translocation des CPP à travers la membrane au travers de structures vésiculaires 

[110] (Figure II-16). 

Les polyarginines et Tat ont un mécanisme assez similaire de par leur structure assez proche et la 

forte densité d’arginine les composant. La polyarginine a déjà été utilisée dans plusieurs publications pour la 

transfection de siARN. Nous pouvons citer comme exemple Chol-R9, un conjugué oligo-arginine de 9 résidus 

utilisé pour médier l’inhibition de l’expression du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) 

[111]. Le VEGF est décrit comme un facteur de croissance associé à l’angiogenèse dans plusieurs maladies 

cancéreuses ; ainsi, une altération de son expression pourrait inhiber la croissance tumorale et 

l’établissement de métastases. L’injection intratumorale de complexe Chol-R9/siARN ciblant VEGF, de 

manière répétée tous les quatre jours pendant 17 jours, a permis une diminution de la quantité de VEGF 
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intratumorale de 120 à 50 pg/mg de protéine. Cette réduction de 58%, due à l’apport de 3,5 µg de siARN par 

souris, a induit une diminution majeure de la vascularisation intratumorale [

études sur un peptide chimérique composé de 9 résidus arginine, RVG

des transfections efficaces de siARN sur des cellules neuronales Neuro2A 

De même que pour les polyarginines, le peptide Tat, dérivé du transactivateur de transcription du 

virus HIV, a déjà été utilisé avec succès dans la littérature. En effet, l’exemple de Tat

la transfection fonctionnelle de siARN de m

démontre le potentiel de ce genre de peptide. D’autres peptides ont été décrit de la même manière parmi 

lesquels la pénétratine, vecteur dérivé d’une protéine de drosophile [115] qui améliore si

l’internalisation de siARN.  

 

Figure II-16. Mécanisme d’internalisation des peptides cationiques : 

composants de la membrane cellulaire (protéoglycane en partie) afin d’être internalisés par 

classique (d’après Bolhassani, 2011 [113]).
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intratumorale de 120 à 50 pg/mg de protéine. Cette réduction de 58%, due à l’apport de 3,5 µg de siARN par 

souris, a induit une diminution majeure de la vascularisation intratumorale [111]. Par ailleurs, d’autres 

études sur un peptide chimérique composé de 9 résidus arginine, RVG-9R, ont montré des complexations et 

des transfections efficaces de siARN sur des cellules neuronales Neuro2A in vitro [112].

De même que pour les polyarginines, le peptide Tat, dérivé du transactivateur de transcription du 

virus HIV, a déjà été utilisé avec succès dans la littérature. En effet, l’exemple de Tat-

la transfection fonctionnelle de siARN de manière aussi, voire plus efficace que des agents commerciaux, 

démontre le potentiel de ce genre de peptide. D’autres peptides ont été décrit de la même manière parmi 

lesquels la pénétratine, vecteur dérivé d’une protéine de drosophile [115] qui améliore si

16. Mécanisme d’internalisation des peptides cationiques : les CPP se lient de manière non

composants de la membrane cellulaire (protéoglycane en partie) afin d’être internalisés par 

classique (d’après Bolhassani, 2011 [113]). 
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intratumorale de 120 à 50 pg/mg de protéine. Cette réduction de 58%, due à l’apport de 3,5 µg de siARN par 

111]. Par ailleurs, d’autres 

9R, ont montré des complexations et 

[112]. 

De même que pour les polyarginines, le peptide Tat, dérivé du transactivateur de transcription du 

-LK15 [114], qui a permis 

anière aussi, voire plus efficace que des agents commerciaux, 

démontre le potentiel de ce genre de peptide. D’autres peptides ont été décrit de la même manière parmi 

lesquels la pénétratine, vecteur dérivé d’une protéine de drosophile [115] qui améliore significativement 

 

les CPP se lient de manière non-spécifique aux 

composants de la membrane cellulaire (protéoglycane en partie) afin d’être internalisés par les voies d’endocytose 
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Cependant, les limites de ces peptides cationiques concernent l’accessibilité au compartiment 

cytoplasmique. En effet, ces CPP possèdent une faible propension à s’échapper des vésicules endosomales. 

Dès lors, les CPP polycationiques, tels que Tat ou la pénétratine, sont régulièrement associés à d’autres 

molécules favorisant la déstabilisation de la membrane plasmique [114, 115]. De plus, même si ces peptides 

favorisent l’adsorption cellulaire, il semble toutefois que ce processus manque de spécificité et se montre 

efficace sur un très grand nombre de types cellulaires différents. Par ailleurs, les concentrations en peptides 

cationiques doivent être finement maîtrisées : un trop grand nombre de CPP cationiques, et donc de charges 

positives, peut perturber la membrane plasmique de manière trop importante, voire gêner la délivrance des 

siARN par une rétention trop forte. 

 

Les CPP amphipathiques 

Les peptides amphipathiques, ou amphiphiles, sont des peptides possédant un groupement 

hydrophile et un groupement hydrophobe. Ces peptides présentent l’avantage d’être en partie internalisé 

par un mécanisme indépendant de l’endocytose, à travers une perturbation temporaire de la membrane 

plasmique (Figure II-18) [116]. Ainsi, le vecteur est directement libéré dans le compartiment cytoplasmique, 

sans nécessiter de stratégie d’échappement endosomale. 

Ces peptides sont caractérisés par des complexations très stables avec les molécules qu’ils 

transportent, notamment les siARN, et par une interaction forte avec les mono- et les bicouches de 

phospholipides, principalement à travers des interactions électrostatiques. Par ailleurs, ils présentent un 

polymorphisme structural marqué : leurs formes sont libres en solution alors qu’ils adoptent une structure 

secondaire spécifique en feuillet β (c’est le cas pour le peptide amphiphile MPG) ou en hélice α (comme pour 

les peptides amphiphiles CADY et Pep-1) lors de l’interaction avec des phospholipides [116].  

Les étapes d’internalisation des CPP amphipathiques sont dépendantes de la tension et suivent le 

modèle de Deshayes et al. (Figure II-18) [116] : (1) le peptide et le siARN se lient par des liaisons 

électrostatiques et hydrophobes, induisant un repliement partiel du peptide, pour former le « noyau » du 

complexe ; (2) les complexes sont stabilisés par des interactions peptide/peptide pour constituer la 

périphérie de la particule ; (3) les interactions électrostatiques du complexe avec les protéoglycanes de la 

surface cellulaire (4) initient la liaison avec les phospholipides ; (5) Ensuite, l’insertion dans la membrane 

cellulaire est autorisée par l’insertion des peptides situés en périphérie du complexe, créant un « pore » 

temporaire ; (6) enfin, l’insertion des complexes dans la membrane est associée à une transition du potentiel 

de la membrane et de la conformation du peptide. Ces transitions induisent des perturbations dans la 
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structure de la membrane, le remodelage du réseau d’actine, et la libération du complexe «

cytoplasme.  

Parmi les CPP amphiphiles, trois peptides se démarquent

peptide primaire dérivé d’une séquence hydrophobe de HIV

hydrophile riche en lysine issue de virus simien, SV40 [117]. Cette partie, riche en lysine, est nécessaire pour 

l’interaction avec les acides nucléiques et la solubilité du peptide tandis que la partie hydrophobe a un rôle 

dans la liaison avec la membrane cellulaire et l’internalisation. Da

résultats intéressants ex vivo et in vivo 

cytoplasmique sur une large variété de cellules cancéreuses, et ceci sans montrer de cytotoxicité [118]. Ainsi, 

Crombez et al. rapportent une réduction du niveau protéique de la Cycline B1 de 80

après 24 heures d’incubation avec le complexe MPG

d’utilisation du siARN, à 100 nM, exige des tests complémentaires afin de prouver une efficacité optimale du 

vecteur [119]. 

Figure II-18. Mécanisme d’internalisation des peptides amphiphiles : 

complexe peptidique permettant le passage de la membrane plasmique indépendamment des mécanismes 

d’endocytose (d’après Deshayes, 2010 [116]).
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structure de la membrane, le remodelage du réseau d’actine, et la libération du complexe «

Parmi les CPP amphiphiles, trois peptides se démarquent : MPG, CADY et Pep

peptide primaire dérivé d’une séquence hydrophobe de HIV-1 et d’une séquence de localisation nucléaire 

virus simien, SV40 [117]. Cette partie, riche en lysine, est nécessaire pour 

l’interaction avec les acides nucléiques et la solubilité du peptide tandis que la partie hydrophobe a un rôle 

dans la liaison avec la membrane cellulaire et l’internalisation. Dans la littérature, MPG a déjà montré des 

in vivo pour la délivrance de siARN, améliorant l’accessibilité intra

cytoplasmique sur une large variété de cellules cancéreuses, et ceci sans montrer de cytotoxicité [118]. Ainsi, 

rapportent une réduction du niveau protéique de la Cycline B1 de 80

après 24 heures d’incubation avec le complexe MPG-8/siARN [119]. Cependant, la concentration élevée 

d’utilisation du siARN, à 100 nM, exige des tests complémentaires afin de prouver une efficacité optimale du 

18. Mécanisme d’internalisation des peptides amphiphiles : modèle mettant en évidence une structure du 

complexe peptidique permettant le passage de la membrane plasmique indépendamment des mécanismes 

d’endocytose (d’après Deshayes, 2010 [116]). 
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structure de la membrane, le remodelage du réseau d’actine, et la libération du complexe « cœur » dans le 

: MPG, CADY et Pep-1. MPG est un 

1 et d’une séquence de localisation nucléaire 

virus simien, SV40 [117]. Cette partie, riche en lysine, est nécessaire pour 

l’interaction avec les acides nucléiques et la solubilité du peptide tandis que la partie hydrophobe a un rôle 

ns la littérature, MPG a déjà montré des 

pour la délivrance de siARN, améliorant l’accessibilité intra-

cytoplasmique sur une large variété de cellules cancéreuses, et ceci sans montrer de cytotoxicité [118]. Ainsi, 

rapportent une réduction du niveau protéique de la Cycline B1 de 80%, chez les cellules Hela, 

8/siARN [119]. Cependant, la concentration élevée 

d’utilisation du siARN, à 100 nM, exige des tests complémentaires afin de prouver une efficacité optimale du 

 

modèle mettant en évidence une structure du 

complexe peptidique permettant le passage de la membrane plasmique indépendamment des mécanismes 
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Cependant, il a été remarqué que la transfection de siARN avec les MPG était moins efficace 

qu’avec l’utilisation  d’un agent commercial lipidique [120]. En effet, après 24 heures d’incubation sur des 

cellules ECV GL3, la quantité intracellulaire est 4 à 6 fois supérieure lors de l’utilisation de Lipofectamine 

2000. En outre, la quantité de siARN bio-disponible dans les cellules est environ 30 fois plus faible après 

transfection par MPG par rapport à l’utilisation de lipides cationiques [120]. Veldhoen et al. ont démontré, 

qu’en dépit d’une partie des CPP amphiphiles suivant le modèle de Deshayes, une grande quantité de 

peptide était internalisée par les mécanismes d’endocytose [120]. Cependant, ces vecteurs ne possèdent pas 

les outils nécessaires pour permettre un échappement endosomal efficace et subissent une dégradation 

lysosomale sans avoir pu atteindre le compartiment cytoplasmique [120]. 

 

CADY est un peptide secondaire dérivé du peptide fusogène JTS1 qui adopte une conformation 

hélicoïdale. La transduction et la stabilité sont assurées par une acétylation en N-terminale et un 

groupement cystéamine en C-terminale ainsi que par un groupement aromatique. En présence de lipide ou 

de siARN, CADY adopte une structure secondaire en hélice alpha distribuant les siARN le long de l’hélice de 

manière stable [121]. Ce CPP forme des complexes stables avec les siARN par l’établissement de liaisons 

électrostatiques avec les résidus arginines et lysines qui les composent. En outre, CADY permet une 

transfection efficace des siARN et ne montre aucune cytotoxicité aiguë ou à long terme sur les cellules 

transfectées quel que soit le rapport molaire appliqué [122]. En effet, après 24 heures d’incubation du 

complexe CADY/siARN sur des cellules U2OS, une diminution majeure de la quantité d’ARNm ciblé est 

observée ; un ratio N/P de 40/1, pour une concentration en siARN de 20 nmol/L, permet une inhibition de 

95% de la quantité d’ARNm de GAPDH [122]. 

 

Quant à Pep-1, c’est un peptide primaire comprenant un domaine hydrophobe riche en 

tryptophane dérivé de HIV-1 et, comme MPG, un domaine hydrophile dérivant de SV40. Un groupe cystéine 

est également présent en partie C-terminale, groupement ayant un rôle crucial dans l’internalisation du 

cargo. Les parties hydrophiles et hydrophobes sont reliées par un résidu proline permettant de garder la 

flexibilité et l’intégrité des deux domaines. Ce CPP, contrairement à MPG ou CADY, est plus approprié pour le 

transport de protéines/peptides et de molécules neutres [118]. 

 

Ces peptides s’avèrent être très prometteur pour la délivrance de siARN. Cependant, un équilibre 

critique est établi entre la stabilité de la particule, la concentration en CPP utilisée et leur capacité à interagir 

avec les lipides de la membrane. Des changements dans la séquence peptidique, ou l’utilisation d’une 
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concentration trop importante de CPP amphiphile, peut provoquer une agrégation des complexes et induire 

l’utilisation d’une voie d’internalisation différente, notamment par les mécanismes d’endocytose [120, 123]. 

Les CPP amphiphiles n’étant que peu adaptés pour un échappement endosomal, la quantité de siARN bio-

disponibles s’en trouve affectée, diminuant ainsi les efficacités de transfection. 

Les vecteurs peptidiques ont la capacité de favoriser l’internalisation des siARN dans les cellules. 

Cependant, ces peptides empruntent préférentiellement les voies d’endocytose, exigeant une stratégie pour 

accéder au compartiment cytoplasmique. Or, les CPP ne possèdent pas d’activité induisant l’échappement 

endosomal (voir chapitre I), et nécessitent alors la complémentarité d’une autre molécule exerçant ce rôle. 

 

2.2.2.4. Conclusion sur les vecteurs synthétiques non-lipidiques 

Les classes de vecteur rapportées dans ce chapitre possèdent de nombreuses caractéristiques 

intéressantes pour la transfection de siARN. En effet, pour chaque étape de la transfection, un vecteur peut 

apporter un bénéfice favorisant la délivrance de siARN (Tableau II-4). La condensation des vecteurs 

polymériques avec les acides nucléiques permet de protéger les séquences des siARN. L’internalisation peut 

être facilitée par l’utilisation de peptides de pénétration cellulaire tandis que certains polymères permettent 

un échappement endosomal important, et ainsi l’accessibilité du compartiment cytoplasmique. Par ailleurs, 

les propriétés magnétiques des vecteurs inorganiques apportent une multifonctionnalité avec la possibilité 

de suivre la distribution des particules utilisées. 

 

Cependant, indépendamment, chaque vecteur possède des limites pouvant nuire à une 

transfection efficace. Ainsi, l’utilisation de polymères, notamment synthétiques, peut être limitée pour des 

applications cliniques en raison de risques de toxicité importants. De même, le manque de reproductibilité 

des échantillons, notamment pour les polymères naturels, accentue la difficulté d’utiliser ce type de vecteur 

dans l’étude de nombreux siARN, par exemple avec du criblage haut-débit. Les vecteurs inorganiques 

nécessitent une association avec des molécules, polymériques, peptidiques et/ou lipidiques, favorisant la 

transfection des siARN. En outre, l’utilisation de métaux lourds peut engendrer une certaine toxicité, voire 

des problèmes de métabolisation lors d’applications in vivo. Les peptides, en dépit d’une internalisation 

facilitée, présentent un échappement endosomal limité nécessitant une association avec des molécules 

exerçant cette action. 
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 Vecteurs inorganiques Vecteurs polymériques Vecteurs peptidiques 

Avantages 

 
 
 

- Propriétés 
magnétiques 
visualisation, 
manipulation 

 

 
- Efficacité de 

transfection 
- Échappement 

endosomal 
Polymères 
synthétiques 

- Absence de toxicité 
Polymères naturels 
 
 

 

 

- Internalisation facilitée 

Inconvénients 

 
 
 

- Association avec 
d’autres groupements 
nécessaire 

- Pas métabolisés /                    
peu excrétés 

- Risques toxicologies 
 

 
- Toxicité importante 

Polymères synthétiques 
- Faible pouvoir tampon 

/ 
Faible échappement 
endosomal 
Polymères naturels 

- Reproductibilité des 
lots 

- Formulation utilisant 
des solvants 
 

 
 
 
 
 

- Faible échappement 
endosomal 

Applications 
possibles 

 

 

 

- In vivo 
limitées par 
l’absence de 
métabolisation 

- In vitro 
limitées par la 
toxicité possible 

- HTS 
 

 

 

 

 
- In vitro 

limitées par la 
toxicité 

- In vivo 
limitées par la 
toxicité 

- HTS 
limitées par le 
manque de 
contrôle 
 

 

 

 

 
- In vitro 

limitées par 
l’efficacité 

- In vivo 
limitées par 
l’efficacité 

- HTS 
Limitées par 
l’efficacité 
 

 

 

- Cellules 
difficiles à 
transfecter 

 

 

 
- Cellules 

difficiles à 
transfecter 
 

 

 

 

- Cellules difficiles 
à transfecter 
 

Tableau II-4. Comparaison entre les différents vecteurs synthétiques non-lipidique : chaque classe de vecteur possède 

des caractéristiques pouvant constituer des avantages et des inconvénients pour la transfection de siARN. 

 

À l’heure actuelle, d’après nos estimations et au regard des recherches effectuées chez les 

principaux fournisseurs, environ 75% des agents commercialisés pour la transfection des siARN ont une 
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nature lipidique. Cette famille de vecteur semble donc posséde

l’application de transfection de siARN.

 

2.2.3. Les vecteurs synthétiques lipidiques

2.2.3.1. Les liposomes neutres

Les vecteurs lipidiques représentent actuellement la famille de particule la plus présente dans le 

commerce. Les liposomes sont d’ailleurs utilisés comme transporteur pour des applications biologiques et 

pharmaceutiques depuis de nombreuses années. Ces structur

et développées, et sont ainsi les nanoparticules les mieux 

faciles à produire et sont parfaitement biocompatibles en raison d’une composition proche de celle des 

membranes cellulaires. Par ailleurs, leur fabrication est simple, consistant le plus souvent en un simple

mélange de lipides avec la molécule à transporter. Les liposomes se présentent sous la forme d’un auto

assemblage sphérique de bicouche lipidique de taille variable, avec un cœur aqueux pouvant transporter des 

molécules hydrophiles (Figure II-19). La poss

surface des particules permet de développer un encombrement stérique améliorant la furtivité de ces 

particules (Figure II-19) [60, 124]. Les liposomes sont des nanoparticules stables offrant une

physique aux siARN transportés et se caractérisant par une innocuité importante.

 

Figure II-19. Représentation tridimensionnelle des liposomes : 

bicouche lipidique délimitant un cœur hydr

revêtement de polyéthylène glycol (C) afin d’améliorer protection et furtivité de la particule 

http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/dosnano/accueil.htm
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nature lipidique. Cette famille de vecteur semble donc posséder des caractéristiques avantageuses pour 

l’application de transfection de siARN. 

Les vecteurs synthétiques lipidiques 

Les liposomes neutres 

Les vecteurs lipidiques représentent actuellement la famille de particule la plus présente dans le 

liposomes sont d’ailleurs utilisés comme transporteur pour des applications biologiques et 

pharmaceutiques depuis de nombreuses années. Ces structures ont été parmi les premières à

s, et sont ainsi les nanoparticules les mieux caractérisées [123]. Ils comportent des lipides 

faciles à produire et sont parfaitement biocompatibles en raison d’une composition proche de celle des 

membranes cellulaires. Par ailleurs, leur fabrication est simple, consistant le plus souvent en un simple

mélange de lipides avec la molécule à transporter. Les liposomes se présentent sous la forme d’un auto

assemblage sphérique de bicouche lipidique de taille variable, avec un cœur aqueux pouvant transporter des 

19). La possibilité de greffer des polymères hydrophiles, de type PEG, en 

surface des particules permet de développer un encombrement stérique améliorant la furtivité de ces 

19) [60, 124]. Les liposomes sont des nanoparticules stables offrant une

physique aux siARN transportés et se caractérisant par une innocuité importante. 

19. Représentation tridimensionnelle des liposomes : les liposomes sont un auto-assemblage sphérique (A) de 

bicouche lipidique délimitant un cœur hydrophile (B). Des liposomes de seconde génération ont été développés avec un 

revêtement de polyéthylène glycol (C) afin d’améliorer protection et furtivité de la particule 

http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/dosnano/accueil.htm). 
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faciles à produire et sont parfaitement biocompatibles en raison d’une composition proche de celle des 

membranes cellulaires. Par ailleurs, leur fabrication est simple, consistant le plus souvent en un simple 

mélange de lipides avec la molécule à transporter. Les liposomes se présentent sous la forme d’un auto-

assemblage sphérique de bicouche lipidique de taille variable, avec un cœur aqueux pouvant transporter des 

ibilité de greffer des polymères hydrophiles, de type PEG, en 

surface des particules permet de développer un encombrement stérique améliorant la furtivité de ces 

19) [60, 124]. Les liposomes sont des nanoparticules stables offrant une protection 

 

assemblage sphérique (A) de 

ophile (B). Des liposomes de seconde génération ont été développés avec un 

revêtement de polyéthylène glycol (C) afin d’améliorer protection et furtivité de la particule (Image issue du CNRS : 
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Dans ce type de structure, les siARN de nature hydrophile ne peuvent se situer que dans le cœur de 

la particule pour être transporté. Des systèmes de liposome neutre, contenant des siARN ciblant l’expression 

d’un oncogène EphA2, ont été évalués sur des modèles tum

cancer ovarien HeyA8 ou SKOV3 [125

modèles étudiés après une répétition des doses [125

délivrance d’agent anticancéreux de type Paclitaxel [125

lors d’essais cliniques de phase I afin 

cancers à un stade avancé. Cependant,

oligonucléotides transportés par ce vecteur [125

probablement en raison d’un rendement d’encapsulation des siARN non

Dans ce contexte, une optimisation de la formulation est nécessaire pour augmenter la prise en 

charge des siARN par les vecteurs lipidiques. Comme décrit à travers les autres classes de vecteur, 

l’établissement de liaisons électrostatique

positives portées par le vecteur, représente une solution efficace afin de former des lipoplexes et permettre 

la transfection. 

 

2.2.3.2. Les lipoplexes 

Par définition, un lipoplexe représente une c

séquences d’acides nucléiques. L’un des facteurs majeurs pour l’obtention d’une délivrance de siARN 

efficace est la composition lipidique de ces vecteurs. Des études visant à identifier un lipide optimal pou

type d’application ont permis d’améliorer grandement les efficacités de transfection et ainsi diminuer les 

doses de vecteur utilisées [130]. 

Les lipides utilisés dans les vecteurs lipidiques, qu’ils soient neutres ou cationiques, possèdent une 

structure commune malgré leur nature chimique différente

espaceur et une partie hydrophobe (Figure II

deux chaînes d’acides gras ou groupements alkyls de 12 

fréquemment utilisés sont les acides oléiques (C18), palmitoléiques (C16) et myristyliques (C14). D’autres 

molécules telles que le cholestérol ou l’acide biliaire peuvent également occuper ce rôle.

Figure II-20. Représentation de la structure des lipides utilisés pour la formation des liposomes : 

composent d’une queue hydrophobe et d’une tête hydrophile portant la charge dans le cas des lipides cationiques.
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type de structure, les siARN de nature hydrophile ne peuvent se situer que dans le cœur de 

la particule pour être transporté. Des systèmes de liposome neutre, contenant des siARN ciblant l’expression 

d’un oncogène EphA2, ont été évalués sur des modèles tumorales orthoptiques de souris développant un 

cancer ovarien HeyA8 ou SKOV3 [125-127]. Ce système a ainsi pu induire la réduction de tumeur

modèles étudiés après une répétition des doses [125-127]. Cet effet est d’ailleurs plus fort après une co

livrance d’agent anticancéreux de type Paclitaxel [125-127]. Ce type de formulation est actuellement testé 

lors d’essais cliniques de phase I afin de définir les doses maximales tolérées chez des patients exprimant des 

cancers à un stade avancé. Cependant, malgré la démonstration de certains effets biologiques des 

par ce vecteur [125-129], le rendement de transfection s’est avéré trop faible, 

probablement en raison d’un rendement d’encapsulation des siARN non-optimal limitant le

Dans ce contexte, une optimisation de la formulation est nécessaire pour augmenter la prise en 

charge des siARN par les vecteurs lipidiques. Comme décrit à travers les autres classes de vecteur, 

électrostatiques, entre les charges négatives des acides nucléiques et les charges 

positives portées par le vecteur, représente une solution efficace afin de former des lipoplexes et permettre 

Par définition, un lipoplexe représente une complexation entre des lipides cationiques et des 

séquences d’acides nucléiques. L’un des facteurs majeurs pour l’obtention d’une délivrance de siARN 

efficace est la composition lipidique de ces vecteurs. Des études visant à identifier un lipide optimal pou

type d’application ont permis d’améliorer grandement les efficacités de transfection et ainsi diminuer les 

Les lipides utilisés dans les vecteurs lipidiques, qu’ils soient neutres ou cationiques, possèdent une 

malgré leur nature chimique différente : une tête hydrophile (cationique ou non), un 

espaceur et une partie hydrophobe (Figure II-20). La partie hydrophobe est souvent constituée par une ou 

deux chaînes d’acides gras ou groupements alkyls de 12 à 18 atomes de carbone. Les acides gras les plus 

fréquemment utilisés sont les acides oléiques (C18), palmitoléiques (C16) et myristyliques (C14). D’autres 

molécules telles que le cholestérol ou l’acide biliaire peuvent également occuper ce rôle.

20. Représentation de la structure des lipides utilisés pour la formation des liposomes : 

composent d’une queue hydrophobe et d’une tête hydrophile portant la charge dans le cas des lipides cationiques.
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type de structure, les siARN de nature hydrophile ne peuvent se situer que dans le cœur de 

la particule pour être transporté. Des systèmes de liposome neutre, contenant des siARN ciblant l’expression 

orales orthoptiques de souris développant un 
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malgré la démonstration de certains effets biologiques des 

129], le rendement de transfection s’est avéré trop faible, 

optimal limitant leur action [123].  

Dans ce contexte, une optimisation de la formulation est nécessaire pour augmenter la prise en 

charge des siARN par les vecteurs lipidiques. Comme décrit à travers les autres classes de vecteur, 

, entre les charges négatives des acides nucléiques et les charges 

positives portées par le vecteur, représente une solution efficace afin de former des lipoplexes et permettre 

omplexation entre des lipides cationiques et des 

séquences d’acides nucléiques. L’un des facteurs majeurs pour l’obtention d’une délivrance de siARN 

efficace est la composition lipidique de ces vecteurs. Des études visant à identifier un lipide optimal pour ce 

type d’application ont permis d’améliorer grandement les efficacités de transfection et ainsi diminuer les 

Les lipides utilisés dans les vecteurs lipidiques, qu’ils soient neutres ou cationiques, possèdent une 

: une tête hydrophile (cationique ou non), un 

20). La partie hydrophobe est souvent constituée par une ou 

à 18 atomes de carbone. Les acides gras les plus 

fréquemment utilisés sont les acides oléiques (C18), palmitoléiques (C16) et myristyliques (C14). D’autres 

molécules telles que le cholestérol ou l’acide biliaire peuvent également occuper ce rôle. 

 

20. Représentation de la structure des lipides utilisés pour la formation des liposomes : ces lipides se 

composent d’une queue hydrophobe et d’une tête hydrophile portant la charge dans le cas des lipides cationiques. 
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Les lipides zwitterioniques peuvent

endosomal par appariement ionique (voir chapitre I). Un zwitterion est une espèce chimique moléculaire 

possédant des charges électriques formelles d’une unité. L’état zwitterionique d’un composé est 

du pH. En effet, ces espèces ont tendance à capter ou à céder des ions H

solution. Le zwitterion est à l’équilibre avec le cation et l’anion correspondant. Ainsi, le 1,2

glycéro-3-phosphoéthanolamine (ou D

liposome. Concernant les lipides cationiques, ils permettent la complexation avec les siARN, à l’intérieur ou à 

l’extérieur de la sphère lipidique, augmentant la stabilité de la construction. De

peuvent également favoriser l’interaction avec la membrane plasmique et provoquer l’échappement 

endosomal par l’effet « appariement ionique

couramment utilisé dans les lipoplexes est 

existe néanmoins une très grande variété de lipide utilisables pour cette application (Tableau II

 

Nature de la tête Exemple

Ammonium 

quaternaire 
DOTAP

Acides aminés Alanine

Guanidinium  

Pyridinium SAINTs

Polyamines DOGS

Tableau II-5. Inventaire des différents lipidiques cationiques utilisés pour la formation des lipoplexes

différentes structures, la charge positive vient de l’atome d’azote au niveau de la tête polaire.

 

Les liposomes cationiques instables

Les liposomes cationiques peuvent être séparés en deux catégories majeures, selon une 

application préférentiellement in vitro
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Les lipides zwitterioniques peuvent apporter un pouvoir fusogène et favoriser l’échappement 

endosomal par appariement ionique (voir chapitre I). Un zwitterion est une espèce chimique moléculaire 

possédant des charges électriques formelles d’une unité. L’état zwitterionique d’un composé est 

du pH. En effet, ces espèces ont tendance à capter ou à céder des ions H+ selon la valeur du pH de la 

solution. Le zwitterion est à l’équilibre avec le cation et l’anion correspondant. Ainsi, le 1,2

phosphoéthanolamine (ou DOPE) est un exemple couramment utilisé dans la formulation de 

liposome. Concernant les lipides cationiques, ils permettent la complexation avec les siARN, à l’intérieur ou à 

augmentant la stabilité de la construction. De plus, les charges positives 

peuvent également favoriser l’interaction avec la membrane plasmique et provoquer l’échappement 

appariement ionique » (voir chapitre I). L’un des lipides cationiques le plus 

ipoplexes est le 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium propane

existe néanmoins une très grande variété de lipide utilisables pour cette application (Tableau II

Exemple Structure 

DOTAP 

Alanine 

SAINTs 

DOGS 

5. Inventaire des différents lipidiques cationiques utilisés pour la formation des lipoplexes

différentes structures, la charge positive vient de l’atome d’azote au niveau de la tête polaire.

Les liposomes cationiques instables 

Les liposomes cationiques peuvent être séparés en deux catégories majeures, selon une 

in vitro ou in vivo.  
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apporter un pouvoir fusogène et favoriser l’échappement 

endosomal par appariement ionique (voir chapitre I). Un zwitterion est une espèce chimique moléculaire 

possédant des charges électriques formelles d’une unité. L’état zwitterionique d’un composé est dépendant 

selon la valeur du pH de la 

solution. Le zwitterion est à l’équilibre avec le cation et l’anion correspondant. Ainsi, le 1,2-dioléoyl-sn-

OPE) est un exemple couramment utilisé dans la formulation de 

liposome. Concernant les lipides cationiques, ils permettent la complexation avec les siARN, à l’intérieur ou à 

plus, les charges positives 

peuvent également favoriser l’interaction avec la membrane plasmique et provoquer l’échappement 

(voir chapitre I). L’un des lipides cationiques le plus 

trimethylammonium propane (ou DOTAP) ; il 

existe néanmoins une très grande variété de lipide utilisables pour cette application (Tableau II-5) [20]. 

 

 

 

 

 

5. Inventaire des différents lipidiques cationiques utilisés pour la formation des lipoplexes : Dans ces 

différentes structures, la charge positive vient de l’atome d’azote au niveau de la tête polaire. 

Les liposomes cationiques peuvent être séparés en deux catégories majeures, selon une 
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Pour une application in vitro

siARN se présentent à la surface des particules en se complexant aux têtes polaires cationiques [27]. Les 

lipoplexes formés peuvent alors interagir entre eux créant différentes structures (Figure II

peuvent être intégrés entre les feuillets lipidiques (A) et/ou dans le cœur de micelles formées par le 

réarrangement des lipides (B). Un empilement des feuillets est poss

lipidiques et séquences d’acides nucléiques (C) [131]. De nombreux types de liposome adoptant ces 

conformations en présence de siARN sont commercialisés et utilisés en laboratoire comme agent de 

transfection (Lipofectamine®, Oligofectamine

avantageux que d’autres familles de particule, les liposomes occupent aujourd’hui la première place parmi 

les vecteurs synthétiques, avec de nombreux essais cliniques les utilisant 

pour les applications in vitro. 

 

Figure II-21. Le lipoplexe sous forme de feuillet : 

bicouche lipidique séparant les têtes polaires de deux couches (A) ou être au cœur de micelle inverse (B). La première 

possibilité peut permettre une conformation anarchique du lipoplexe ou une superposition de feuillets autour d’un 

liposome (C) (d’après Koltover, 1998 [132]).

 

Le système lipoplexe le plus prometteur pour les essais cliniques est actuellement AtuPlex employé 

par Silence Therapeutic (Londres, Royaume

cationique AtuFect1 associé à du DOPE et un lipide PEGylé [133

efficacités d’inhibition fonctionnelle élevée 
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in vitro, ces liposomes sont caractérisés par une certaine instabilité et les 

siARN se présentent à la surface des particules en se complexant aux têtes polaires cationiques [27]. Les 

nt alors interagir entre eux créant différentes structures (Figure II

peuvent être intégrés entre les feuillets lipidiques (A) et/ou dans le cœur de micelles formées par le 

réarrangement des lipides (B). Un empilement des feuillets est possible par alternance des couches 

lipidiques et séquences d’acides nucléiques (C) [131]. De nombreux types de liposome adoptant ces 

conformations en présence de siARN sont commercialisés et utilisés en laboratoire comme agent de 

Oligofectamine®, i-Fect®,…). De par leur rapport efficacité/toxicité plus 

avantageux que d’autres familles de particule, les liposomes occupent aujourd’hui la première place parmi 

les vecteurs synthétiques, avec de nombreux essais cliniques les utilisant et une omniprésence sur le marché 

21. Le lipoplexe sous forme de feuillet : les acides nucléiques peuvent se disposer entre des feuillets de 

polaires de deux couches (A) ou être au cœur de micelle inverse (B). La première 

possibilité peut permettre une conformation anarchique du lipoplexe ou une superposition de feuillets autour d’un 

liposome (C) (d’après Koltover, 1998 [132]). 

Le système lipoplexe le plus prometteur pour les essais cliniques est actuellement AtuPlex employé 

par Silence Therapeutic (Londres, Royaume-Uni). Ce lipoplexe comprend notamment un lipide poly

cationique AtuFect1 associé à du DOPE et un lipide PEGylé [133, 134]. Le système AtuPlex 

efficacités d’inhibition fonctionnelle élevée in vitro. Cependant, lors d’étude in vivo 
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, ces liposomes sont caractérisés par une certaine instabilité et les 

siARN se présentent à la surface des particules en se complexant aux têtes polaires cationiques [27]. Les 
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délivrance rapide de siARN a été rapportée pour se produire essentiellement dans certains organes (foie, 

rate, poumons, cœur, pancréas et reins) après seulement cinq minutes post-administration [134]. Dès lors, 

ce laboratoire a développé un autre lipoplexe, Atu027, dont les tests sur des souris porteuses de tumeurs 

pancréatiques ou prostatiques orthoptiques ont démontré une inhibition de la croissance tumorale, après 

des injections répétées [135]. Toutefois, bien que la formation de métastases soit empêchée par ce moyen, 

l’injection répétée ne démontre aucune diminution du volume de la tumeur primaire [135]. En outre, des 

tests cliniques de phase I ont rapporté que la dose maximale tolérée sur les patients humains était de 0,336 

mg/kg [136], démontrant une certaine toxicité pour les fortes doses et une limitation des concentrations 

employées. 

Afin de rationaliser les formulations lipidiques et de s’émanciper de la synthèse empirique connue 

avec les liposomes cationiques, une banque de plus de 1200 molécules lipidiques a été élaborée par l’équipe 

de Langer et Anderson au MIT [137]. Ces molécules sont destinées à la synthèse et à l’utilisation pour le 

transport de siARN. Cette étude a permis de mettre en évidence une nouvelle famille de molécules 

apparentées aux lipides : les lipidoïdes (Figure II-22). Ils sont synthétisés par additions successives d’alkyl-

acrylates et d’alkyl-amides à longues chaînes carbonées sur des amines primaires ou secondaires. Pour se 

différencier des lipides cationiques ionisables, les lipidoïdes possèdent un excès de charge positive dû aux 

multiples groupements amine pouvant être protonés. 

 

 

Figure II-22. Formule d’un lipidoïde : le 98N12-5(1) est un lipidoïde donc la formulation a été identifiée comme optimale 

pour la transfection de siARN in vivo. Il comprend cinq chaînes d’alkyl-acrylamide à 12 carbones attachées à un noyau 

amine. 

 

Les formulations les utilisant comprennent des agglomérats de cette molécule conjuguée à des 

siARN et ont permis d’induire une extinction efficace et persistante sur différentes cibles hépatiques et 

pulmonaires chez la souris, le rat et le singe [137, 138]. En effet, Frank et al. ont utilisé des doses de 5 mg/kg 

de lipidoïdes pour transfecter des siARN chez des primates non-humains et inhiber l’expression de PCSK9, 

une protéine impliquée dans une forme héréditaire dominante de l’hypercholestérolémie [138]. Ainsi, les 

niveaux plasmatiques de PCSK9 ont été diminués de 86%, démontrant une forte efficacité de ce vecteur lors 

de cette application [138]. 
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Cependant, ce type de lipoplexe est souvent privilégié pour des applications 

ce type d’application, une protection optimisée offerte par l’encapsulation des siARN n’est pas nécessaire 

(voir chapitre I). Une simple complexation post

d’ARN interférents. L’utilisation de ce type de particule [139] et des agents de transfection commerciaux 

vont d’ailleurs dans ce sens et démontrent des efficacités d’inhibition très satisfaisantes [139]. De plus, ce 

type de particule peut provoquer une association avec les protéines sériques en raison des charges 

cationiques et entrainer une clairance rapide, voire une toxicité systémique importante. Par ailleurs, ces 

vecteurs permettent des complexations avec une faible stabilité et une t

stabilité rend les siARN vulnérables, notamment lors d’applications 

niveau des efficacités de transfection [140]. 

 

Les liposomes cationiques stabilisés

Felgner et al. ont été les premiers à montrer l’utilisation de lipides cationiques pour la transfection 

de séquences d’acides aminés in vitro

les systèmes de lipoplexe en raison d’une forte toxicité

temps de circulation court, notamment en raison des charges cationiques et de la taille importante (> 200 

nm). Ainsi, pour les applications in vivo

permettre un meilleur contrôle de la taille et une rétention plus

Acid Lipid Particle) (Figure II-23) [141]. Ces particules sont des bicouches lipidiques comprenant divers lipides 

(cationiques, fusogènes, …), ainsi que des polymères PEG pour favoriser la furtivité. 

 

Figure II-23. Représentation d’une particule lipidique de type SNALP : 

liposome autorise une complexation avec les siARN de manière 
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Cependant, ce type de lipoplexe est souvent privilégié pour des applications 

ce type d’application, une protection optimisée offerte par l’encapsulation des siARN n’est pas nécessaire 

(voir chapitre I). Une simple complexation post-formulation est suffisante pour permettre

d’ARN interférents. L’utilisation de ce type de particule [139] et des agents de transfection commerciaux 

vont d’ailleurs dans ce sens et démontrent des efficacités d’inhibition très satisfaisantes [139]. De plus, ce 

provoquer une association avec les protéines sériques en raison des charges 

cationiques et entrainer une clairance rapide, voire une toxicité systémique importante. Par ailleurs, ces 

vecteurs permettent des complexations avec une faible stabilité et une taille excessive [140]. La faible 

stabilité rend les siARN vulnérables, notamment lors d’applications in vivo, et peut induire des variabilités au 

niveau des efficacités de transfection [140].  

Les liposomes cationiques stabilisés : les SNALP 

ont été les premiers à montrer l’utilisation de lipides cationiques pour la transfection 

in vitro [141]. Cependant, les applications in vivo sont fortement limitées par 

les systèmes de lipoplexe en raison d’une forte toxicité et d’une clairance extrêmement rapide, induisant un 

temps de circulation court, notamment en raison des charges cationiques et de la taille importante (> 200 

in vivo, des liposomes cationiques plus stables ont été dévelop

permettre un meilleur contrôle de la taille et une rétention plus élevée des siARN : les SNALP (

23) [141]. Ces particules sont des bicouches lipidiques comprenant divers lipides 

s, …), ainsi que des polymères PEG pour favoriser la furtivité.  

23. Représentation d’une particule lipidique de type SNALP : les charges cationiques sur la surface interne du 

liposome autorise une complexation avec les siARN de manière stable. 
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Cependant, ce type de lipoplexe est souvent privilégié pour des applications in vitro. En effet, pour 

ce type d’application, une protection optimisée offerte par l’encapsulation des siARN n’est pas nécessaire 

permettre la transfection 

d’ARN interférents. L’utilisation de ce type de particule [139] et des agents de transfection commerciaux 

vont d’ailleurs dans ce sens et démontrent des efficacités d’inhibition très satisfaisantes [139]. De plus, ce 

provoquer une association avec les protéines sériques en raison des charges 

cationiques et entrainer une clairance rapide, voire une toxicité systémique importante. Par ailleurs, ces 

aille excessive [140]. La faible 

, et peut induire des variabilités au 

ont été les premiers à montrer l’utilisation de lipides cationiques pour la transfection 

sont fortement limitées par 

et d’une clairance extrêmement rapide, induisant un 

temps de circulation court, notamment en raison des charges cationiques et de la taille importante (> 200 

, des liposomes cationiques plus stables ont été développés pour 

les SNALP (Stable Nucleic 

23) [141]. Ces particules sont des bicouches lipidiques comprenant divers lipides 
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En s’appuyant sur ces structures, les siARN sont fortement encapsulés dans le cœur hydrophile 

pendant la formulation, en partie en raison des lipides cationiques présents dans la bicouche lipidique, 

permettant une protection élevée des séquences d’acides nucléiques. En outre, l’utilisation de lipides 

ionisables peut s’avérer être un atout : alors que l’incubation dans un tampon acide permet à ces liposomes 

stables d’exprimer des charges positives, notamment lors de l’encapsulation des siARN ou dans 

l’internalisation par des vésicules endosomales, des conditions physiologiques induisent des caractéristiques 

neutres. Ainsi, la toxicité s’en trouve diminuée et le temps de circulation dans l’organisme augmenté. Par 

ailleurs, les SNALP ont la particularité de permettre l’internalisation, par endocytose, sans activation des 

récepteurs TLR, empêchant ainsi la stimulation de systèmes immunitaires [142]. 

L’un des résultats les plus représentatifs de l’efficacité des SNALP concerne les travaux rapportés 

par Zimmerman et al. qui représentent la première induction du mécanisme d’ARNi chez des primates non 

humains [143]. 48 heures après l’injection en intraveineuse de 1 à 2,5 mg/kg de SNALP encapsulant des 

siARN, une réduction de 90% de l’apolipoprotéine B a été mesurée [143]. De plus, une seule injection de 2,5 

mg/kg a permis d’observer cet effet jusqu’à 11 jours après traitement [143]. 

En 2014, cinq essais cliniques réalisés par Alnylam et Tekmira ont été entrepris en se basant sur 

cette technologie, dont l’un en phase II et l’un en phase III. Ainsi, l’inhibition de l’expression de la 

transthyrétine (TTR) est évaluée à 50% pendant 28 jours après injection de doses de 1 mg/kg et 0,15 à 0,5 

mg/kg pour respectivement ALNTTR01 et ALNTTR02 [144]. Cependant, même si une efficacité de 

transfection des siARN importante a été rapportée, l’utilisation de ce type de particule peut être limitée à 

des applications in vivo. En effet, l’encapsulation des siARN s’effectuant durant la formulation des 

nanoparticules, des tests sur un grand nombre de siARN différents peut exiger un travail considérable et 

fastidieux [145]. 

 

2.2.3.3. Les nanoparticules lipidiques cationiques 

Entre les particules ciblant les applications in vitro (liposomes instables) et celles destinées aux 

applications in vivo (SNALP), une autre classe de vecteur lipidique peut être rapportée, avec l’intérêt de se 

positionner entre ces deux catégories. Longtemps utilisées pour d’autres applications, les nanoparticules 

avec un cœur lipidique commencent à émerger comme une solution multifonctionnelle pour la délivrance de 

siARN. Ces particules se présentent sous la forme d’une monocouche de lipides dont les chaînes carbonées 

sont orientées vers un cœur lipidique hydrophobe. Ce cœur permet l’encapsulation de diverses molécules 

lipophiles (médicaments, fluorophores,…) offrant la possibilité de fournir de multiples applications. Les 

charges cationiques se présentent alors en surface pour favoriser la complexation de siARN (Figure II-24). 

Cette stratégie permet l’étude de nombreux siARN par simple interaction électrostatique post-formulation 
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un avantage est observé avec l’importante innocuité du vecteur : une concentration en cLNP de 80 µg/mL 

permet une viabilité supérieure à 90% alors qu’avec le PEI, la mortalité cellulaire est totale dès une 

concentration de 20 µg/mL [146]. Une autre étude, utilisant des cLNP similaires, a permis la vectorisation 

combinée d’un siARN et d’un agent anti-tumoral, le paclitaxel [148]. Yu et al. ont démontré que trois 

injections sur quatre jours de 0,17 mg/kg de siARN, ciblant la protéine MCL1, chez des souris BALB/C  

permettaient de diminuer le volume d’une xénogreffe de tumeur d’environ 50%. De plus, l’inhibition de 

MCL1 augmente la sensibilité des cellules cancéreuses aux médicaments chimiothérapeutiques ; ainsi, la 

vectorisation de ce siARN combiné à celle de paclitaxel a permis de faire passer le volume de la tumeur de 

1390 mm3 à 180 mm3, soit une diminution de 87% du volume [148]. Ces travaux prouvent l’intérêt de telles 

particules pour la multi-délivrance de molécules : une faible concentration de siARN complexée et 

transfectée suffit à induire une forte inhibition fonctionnelle, tout en maintenant la possibilité de multi-

délivrance de molécules lipophiles dans le cœur des particules. 

 

Une autre stratégie possible avec l’emploi de ces particules consiste à encapsuler les siARN dans le 

cœur huileux, comme pour les SNALP. De par leur nature hydrophile, les siARN requièrent une certaine 

adaptation : une pré-complexation avec une molécule liposoluble (telle que le cholestérol, le PEI [149], le 

DOTAP [150] ou même un liposome cationique instable [151, 152]) pourrait favoriser le maintien des siARN 

dans le cœur de la particule. Une autre technique consiste à créer des vésicules hydrophiles au sein du cœur 

lipophile dans une stratégie de double émulsion [152]. Par exemple, les équipes de Peer ont pré-complexé 

les siARN avec des lipoplexes de 120 nm avant de réussir à en encapsuler 40% dans des nanoparticules 

possédant un cœur huileux [152]. Une transfection de 37,5 ng de siARN par ce procédé a alors pu permettre 

une inhibition de 22% d’un gène ciblé sur des cellules U87MG in vitro [152]. Une augmentation des doses 

permet d’améliorer l’efficacité d’inhibition, cependant la cytotoxicité induite exige de rester à une 

concentration en siARN de 37,5 ng [152]. 

 

2.2.3.4. Conclusion sur les vecteurs lipidiques synthétiques 

Les vecteurs lipidiques semblent être le compromis entre les vecteurs polymériques et peptidiques. 

Leur structure proche de celle des cellules les rend moins toxiques que les vecteurs polymériques tandis que 

la possibilité d’inclure des lipides fusogènes les rend plus efficaces que les vecteurs peptidiques. Cette raison 

explique d’ailleurs que la plupart des agents de transfection commerciaux pour des applications in vitro sont 

des liposomes cationiques non-stabilisés (Tableau II-6). En revanche, ces liposomes montrent certaines 

lacunes, notamment en termes de stabilité, pouvant influer sur leur efficacité, mais surtout sur la maîtrise et 
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le contrôle de la transfection. Par ailleurs, à degré moindre comparé aux polymères, la grande proportion de 

charges positives composant la particule peut apporter des signes de cytotoxicité. En effet, certains rapports 

ont indiqué que l’administration systémique de siARN complexés à des nanoparticules lipidiques cationiques 

a entrainé une hépatotoxicité et une libération de cytokines pro-inflammatoires [153]. D’autre part, certains 

lipoplexes ont également montré une perte d’efficacité en présence de sérum en raison de la neutralisation 

des charges [65]. 

 Liposomes cationiques 
instables 

SNALP Nanoparticules lipidiques 
cationiques 

Avantages 

 
 
 
 
 

- Efficacité de transfection 
- Échappement endosomal 

Lipides fusogènes 
- Complexation rapide 

 

 

 
- Efficacité de transfection 
- Échappement endosomal 

Lipides fusogènes 
- Toxicité limitée 

Furtivité par les 
polymères PEG 
 
 

 
 

- Échappement endosomal 
Lipides fusogènes 

- Toxicité limitée 
Furtivité par les polymères 
PEG 

- Multifonctionnalité 
Encapsulation de 
molécules hydrophobes 
(médicaments, 
fluorophores, …) 

- Complexation rapide 
 
 

Inconvénients 

 
- Toxicité possible 
- Manque de stabilité 
- Manque de contrôle de la 

transfection (variabilité) 
 

 
- Complexation pendant la 

formulation 
limitation d’un lot de 
particule à un unique 
siARN 
 

 
 
 

- Efficacité de transfection 
limitée 

Applications 
possibles 

 

 

 

 
 

- In vitro 
- HTS 

Protocole à 
adapter suivant 
la stabilité du 
vecteur 
 
 

 

 

 

 
- In vitro 
- In vivo 

 

 

 

 

 
- In vitro 

limitées par 
l’efficacité 

- In vivo 
limitées par 
l’efficacité 

- HTS 
Limitées par 
l’efficacité 
 

 

 

- Cellules difficiles 
à transfecter 

- In vivo 
limitées par le 
manque de 
stabilité et par la 
toxicité 

 

 

 
- Cellules difficiles 

à transfecter 
- HTS 

 

 

 

 

- Cellules difficiles à 
transfecter 
 

Tableau II-6. Comparaison entre les différents vecteurs synthétiques lipidique : chaque classe de vecteur possède des 

caractéristiques pouvant constituer des avantages et des inconvénients pour la transfection de siARN. 
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Les liposomes cationiques plus stables, les SNALP, démontrent une efficacité de transfection 

fonctionnelle intéressante et sont régulièrement utilisés lors d’essais cliniques. Cependant, leur utilisation in 

vitro reste limitée en raison du procédé de complexation : un lot de particule ne peut être associé qu’à un 

siARN qui est encapsulé durant la formulation. Ainsi, pour une étude sur plusieurs siARN, un protocole de 

complexation post-formulation des particules semble plus adapté. 

Les nanoparticules lipidiques peuvent représenter une alternative entre ces deux types de vecteur 

lipidique. En effet, leur faible toxicité, combinée à un protocole de complexation rapide post-formulation, 

rend ce type de vecteur potentiellement intéressant. La possibilité de multi-délivrance représente un 

avantage supplémentaire, notamment pour des applications multi-thérapeutiques. Cependant, ce type de 

vecteur nécessite d’être optimisé en raison d’une efficacité jusqu’ici insuffisante. 

 

3. Conclusion sur les moyens de transfection de siARN 

Chacun des moyens de transfection rapporté dans ce chapitre possèdent des caractéristiques utiles 

pour la transfection de siARN. Malgré leur action traumatique sur les cellules, les techniques physiques 

semble être, à notre connaissance, la technique la plus efficace pour la délivrance de siARN dans les cellules 

considérées comme difficiles à transfecter. Ce point reste un obstacle majeur à l’utilisation de vecteur [154]. 

Néanmoins, les études actuelles s’efforcent d’optimiser les différentes formulations de vecteur 

(polymériques, peptidiques, lipidiques) pour améliorer leurs paramètres en vue de transfection efficace in 

vitro et in vivo. 

En ce sens, certaines études se sont appuyées sur des vecteurs composés d’un mélange de 

différentes familles de molécule. Par exemple, Tanaka et al. ont publié des travaux sur l’utilisation de 

copolymères (methoxypolyéthylène glyco-polycaprolactone ou MPEG-PCL) associés à des CPP pour la 

transfection de siARN [155]. Ces vecteurs permettent une protection des siARN vis-à-vis des RNAses, une 

internalisation optimale et des efficacités d’inhibition élevées sans apporter de toxicité importante [155]. 

L’un des points faibles de son utilisation semble être un faible contrôle des paramètres physico-chimiques de 

la particule, en particulier un diamètre hydrodynamique très variable du complexe [155]. Un exemple 

d’association polymères/lipides a été mentionné précédemment avec la possibilité d’encapsuler les siARN 

dans des nanoparticules avec un cœur lipidique [149]. D’autres études montrent l’utilisation de lipides avec 

des polymères tels que le chitosan [156] ou le PEI [157], ces derniers étant utilisés pour l’association aux 

siARN et/ou pour l’échappement de l’endosome alors que le lipide entre en contact avec la cellule lors de 

l’internalisation pour diminuer la cytotoxicité [159]. Une autre stratégie a vu le jour récemment promouvant 
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l’utilisation de polymères cationiques, pour la complexation avec les siARN, et de lipides anioniques pour 

diminuer les risques de toxicité dus aux charges [160]. Le mélange particules lipidiques/CPP a également 

montré une potentialité intéressante pour la délivrance d’acides nucléiques. Une association a été étudiée 

entre des liposomes contenant des lipides fusogènes et des CPP composés de larges proportions d’arginine, 

augmentant alors considérablement l’internalisation des siARN in vitro et in vivo [159, 160]. 

Ainsi, à l’heure actuelle, que cela soit pour des applications in vitro ou in vivo, des outils sont 

développés pour la transfection de siARN. Les travaux retrouvés au niveau de la littérature permettent 

d’évaluer les besoins actuels et ainsi les recherches qu’il est nécessaire de développer. 

 

4. Objectifs de la thèse 

Pour ces travaux de thèse, nous souhaitons développer un vecteur générique permettant la 

transfection de siARN. Ainsi, ce vecteur doit permettre des applications in vitro et être transposable pour 

une utilisation in vivo. Comme nous l’avons évoqué au cours de ce chapitre, une utilisation in vitro 

permettant de tester de nombreux siARN différents nécessite de privilégier un outil favorisant une 

complexation rapide, post-formulation du vecteur. Dans des conditions optimales, cet outil doit permettre 

une transfection efficace de siARN, en assurant une rétention et une innocuité élevée. La rétention élevée 

peut avoir une importance pour un maintien des mêmes conditions entre les échantillons, indépendamment 

du temps de préparation. Par ailleurs, une stratégie autorisant l’accessibilité du compartiment 

cytoplasmique doit être intégrée pour permettre d’initier l’ARNi ; le vecteur doit ainsi présenter une certaine 

versatilité dans sa composition. Un paramètre important que nous souhaitons retenir concerne 

l’industrialisation possible de tels vecteurs, et ainsi une reproductibilité élevée et une facilité de production. 

Des stratégies permettant de développer les applications in vivo doivent être possibles pour octroyer une 

multifonctionnalité au vecteur formulé. En outre, toute possibilité de multi-délivrance constituerait un atout 

supplémentaire augmentant l’intérêt d’utiliser un tel outil. 

En s’appuyant sur ces différentes revendications, et sur l’état de l’art rapporté lors de ce chapitre, 

nous avons orienté nos recherches sur les vecteurs lipidiques cationiques possédant un cœur hydrophobe. 

En effet, une formulation de nanoparticules dont les caractéristiques sont maîtrisées (taille inférieure à 100 

nm, charges cationiques) offre des avantages en termes d’internalisation et d’innocuité. En outre, une 

complexation rapide et post-formulation permet l’étude de milliers de siARN différents avec un seul lot de 

nanoparticule, offrant un avantage considérable pour des applications in vitro  à grande échelle (criblage à 

haut-débit notamment). Par ailleurs, la versatilité de ces nanovecteurs, en particulier concernant les 
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possibilités d’ingénierie de surface, peut contribuer à une adaptation de la formulation selon l’application 

souhaitée. De plus, la simplicité de production peut ouvrir des perspectives intéressantes pour une 

industrialisation potentielle des vecteurs développés. Enfin, le cœur huileux de ces particules démontre un 

potentiel dans la multi-délivrance de molécules lipophiles. À l’heure actuelle, leur principale limitation 

semble concerner l’efficacité de transfection. 

Ainsi, les prochains chapitres décriront les différentes classes de particules lipidiques avec un cœur 

lipophile. En outre,  nous développerons les stratégies employées afin d’améliorer les propriétés de ce type 

de nanoparticule pour une délivrance efficace de siARN. Nous rapporterons également les différentes étapes 

effectuées, de l’optimisation de la formulation, jusqu’à la description des caractéristiques de ces vecteurs, 

ainsi que les résultats obtenus dans la transfection de siARN fonctionnels. Les avantages de ces 

nanoparticules lipidiques seront mis en avant au regard des autres agents actuellement disponibles, ainsi 

que les perspectives offertes pour la délivrance de siARN sur les cellules et/ou structures décrites comme 

étant difficiles à transfecter. 
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Pour ces travaux de thèse, nous avons adopté une démarche en trois étapes. D’abord, nous 

nous concentrerons sur la formulation et l’optimisation de la composition des nanoparticules. Ainsi, 

les protocoles de fabrication de nanovecteurs lipidiques LNP et un plan d’expérience ont été 

développés afin d’obtenir des nanoparticules optimisées pour la transfection de courtes séquences 

d’acides nucléiques. Ces vecteurs ont alors été caractérisés par diverses techniques, notamment en 

termes de taille et de stabilité colloïdale. 

Ensuite, nos travaux se sont concentrés sur les caractérisations des complexes 

nanovecteurs cLNP avec des séquences d’ARN interférents. En ce sens, les efficacités de 

complexation et de rétention ont été étudiées. 

Enfin, les vecteurs cLNP développés ont été testés pour diverses applications in vitro afin de 

valider l’efficacité de transfection d’ARN interférents permise par leur utilisation. Les étapes 

d’internalisation, mais également d’extinction de l’expression d’un gène ciblé suite à la transfection 

d’ARN interférents, ont été étudiées sur différents modèles cellulaires. 

 

1. Préparation des nanoparticules cationiques 

1.1. Matériels 

Les nanoparticules sont des dispersions huileuses dans une phase aqueuse. L’émulsion 

possède un cœur semi-cristallin composé d’huile de soja raffiné (Croda Uniqema, Chocques, France) 

et de Suppocire NBTM (Gattefossé, Saint-Priest, France). En surface, la coquille est formée de 

différents tensioactifs tels que des phospholipides (Lipoid S75-3, Lipoid, Allemagne) et des polymères 

de type polyéthylène glycol (Myrj S40-PW, Croda Uniqema, Chocques, France). Des lipides apportant 

des caractéristiques particulières sont intégrés à la surface des particules : le DOTAP (Avanti Polar 

Lipids, Alabaster, AL, USA) pour l’apport des charges positives et le DOPE (Avanti Polar Lipids, 

Alabaster, AL, USA) pour le pouvoir fusogène. 

 

1.2. Protocole de fabrication des cLNP 

La préparation des cLNP a généralement été effectuée sur des échantillons de 2 mL, dans 

des tubes fermés de 5 mL de volume (Figure E-1). La phase huileuse a été préparée en mélangeant 

les lipides solides (Suppocire NBTM) et les lipides liquides (Super-refined Soybean oilTM) avec les 

phospholipides (Lipoid S75-3), les lipides cationiques (DOTAP) et fusogènes (DOPE). Dans le même 
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temps, la phase aqueuse a été préparée en solubilisant du polymère PEG (Myrj S40

tampon aqueux (PBS 1X ou NaCl 154 mM, pH 7,4). 

 

Figure E-1. Protocole de formulation des cLNP :

sont mélangées et soumises à des ultrasons pour former une solution de nanoparticules (bleu clair).

 

Après homogénéisation à 60°C, les deux phases ont été mélangées à l’aide d’un vortex, puis 

le mélange a subi un apport d’énergie important par des cycles d’ul

AV505® (Sonics, Newtown, USA)

repos de 30 secondes. Les ultrasons ont été utilisés à une puissance de 115 watts durant une période 

totale de 40 minutes, induisan

(Figure E-2). Le sonotrode, utilisé pour cette étape

final.  

 

Figure E-2. Évolution visuelle des nanoémulsions au cours de l’étape d’émission des 

phases présentent à T0 subissent un apport d’énergie important permettant la formation d’émulsions. Au cours 

du temps, la solution devient plus translucide témoignant de la diminution de taille des nanoparticules.
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du temps, la solution devient plus translucide témoignant de la diminution de taille des nanoparticules.
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2. Évolution visuelle des nanoémulsions au cours de l’étape d’émission des ultrasons : Les deux 

phases présentent à T0 subissent un apport d’énergie important permettant la formation d’émulsions. Au cours 

du temps, la solution devient plus translucide témoignant de la diminution de taille des nanoparticules. 
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Les cLNP ainsi produites ont ensuite été purifiées par dialyse (seuil de coupure : 12-14 kDa 

contre le tampon utilisé dans la phase aqueuse, le NaCl 154 mM, sur une nuit) pour éliminer les 

composants non-intégrés aux nanoémulsions. La dilution subie lors de l’étape de dialyse a été prise 

en compte lors du calcul de la concentration en particule. Pour terminer, la solution de cLNP a été 

stérilisée par filtration sur membrane de cellulose possédant des pores de 0,22 µm de diamètre en 

moyenne. 

 

1.3. Plan d’expérience 

Un plan d’expérience a été réalisé en se basant sur un mélange de cinq paramètres de 

formulation avec effets principaux afin d’étudier les caractéristiques des cLNP pour la transfection de 

siARN. Quatre paramètres décrivent la composition de la couronne de la nanoparticule (le 

pourcentage molaire en lipides cationiques (X1), en lipides fusogènes (X2), en polymères PEG (X3) et 

en phospholipides (X4)) tandis qu’un paramètre qualitatif permet d’étudier l’influence de la taille de 

la particule (X5). Ce dernier paramètre est important car il dicte la composition du cœur des 

particules en se basant sur les travaux de Delmas et al. [1, 2] sur les LNP. 

Les formulations proposées ont été testées sur des réponses de polydispersité (Y1) et de 

stabilité dans les milieux de culture (Y2). Ces deux premières réponses ont été rapportées suite à des 

mesures par DLS. En outre, des réponses biologiques ont été déterminées avec les mesures 

d’efficacité de transfection fonctionnelle : Y3 et Y4 représentent des tests biologiques sur deux 

modèles cellulaires sur-exprimant la protéine GFP, respectivement les cellules de type Hela et PC3. 

L’efficacité d’extinction est alors corrélée à la diminution de l’intensité de fluorescence verte, 

mesurée par cytométrie en flux, suite à la transfection d’ARN interférent inhibant spécifiquement 

l’expression de la GFP.  

La sélection des points optimaux a été permise par l’utilisation du logiciel Design Expert 

07®. 

 

2. Caractérisation physico-chimique des cLNP 

2.1. Diffusion dynamique de la lumière 

La taille des cLNP et leur potentiel zêta ont été mesurés par diffusion dynamique de la 

lumière (Dynamic Light Scattering ou DLS) avec un ZetaSizer NanoZS (Malvern, Royaume Uni). Cet 
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zêta évalué est plus proche des valeurs réelles.
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effectuées à un angle fixe de 173° avec un laser 633 nm et chaque point est la moyenn

mesures indépendantes réalisées en mode automatique (16 séquences de mesure de 10 secondes). 

Chaque point expérimental consiste en la moyenne de mesures effectuées à 25 ± 1°C sur trois 

échantillons préparés séparément.
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Figure E-3. Représentation du potentiel zêta :

de surface auquel est ajouté le potentiel de Stern, ainsi que le potentiel d’une couche diffuse bordant la 

nanoparticule. 

 

2.2. Étude de la stabilité par des expé

Le cœur semi-cristallin des cLNP autorise l’encapsulation de fluorophores lipophiles. Ainsi, 

le transfert d’énergie par résonnance de type Förster a pu être utilisé par l’encapsulation de deux 

types de fluorophore répondant aux critères 

intégrés à la phase huileuse et chauffés quelques minutes en présence d’argon pour évaporer le 

solvant dans lequel ils ont été stockés. Ensuite, le protocole de formulation a été le même que celui 

précédemment détaillé : un mélange avec la phase aqueuse et l’application d’ultrasons. En tant que 

donneur d’énergie, le DiI a été intégré dans les particules à une concentration de 25 nM tandis que 

l’accepteur, le DiD, un dérivé de la cyanine 5, a été ajou

Ces données ont été calculées en prenant en considérant une efficacité d’encapsulation supérieure à 

95% [2]. 
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ratios de trois échantillons de particule encapsulant respectivement du DiI, du DiD ou un mélange 

DiI/DiD dans les concentrations rapportées précédemment

fonction du rapport des émissions de fluorescence DiD sur DiI. Préalablement a

fluorescence, et afin de ne pas être confronté à un effet de filtre de type Inner, affectant la 

fluorescence, les échantillons ont été mesurés en absorbance, à la longueur d’onde d’excitation, pour 
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ne pas dépasser 0,1. Les spectres d’émission de fluorescence et d’absorbance ont été enregistrés 

respectivement avec un fluorimètre Perkin-Elmer LS50B et un spectrophotomètre Cary 300 Scan 

(Varian) en utilisant des cuves jetables contenant typiquement 2 mL d’échantillon. Les dilutions 

appliquées et les tampons utilisés ont été choisis en fonction des expériences sur la résistance à la 

dilution et la stabilité dans les milieux de culture. Pour les expériences de résistance à la dilution, les 

tests ont été effectués dans un tampon PBS 1X à différentes concentration en nanoparticule. Pour les 

expériences de résistance dans le milieu de culture utilisé pour la transfection, les tests ont été 

effectués dans un milieu RPMI supplémenté à 6,8% de sérum de veau fœtal et mélangé à du milieu 

OptiMEM. La quantité de milieu RPMI 6,8% représente 60% de l’échantillon tandis que la quantité de 

milieu OptiMEM et d’échantillon en nanoparticule en représente 40%. Chaque expérience a été 

réalisée à trois reprises. 

 

3. Caractérisation des complexes cLNP/siARN 

3.1. Complexation 

L’un des objectifs de cette étude consiste en la possibilité de complexer des vecteurs 

lipidiques avec des siARN de manière simple et rapide, post-formulation des nanoparticules. En 

s’appuyant sur les protocoles mentionnés dans la littérature [3-5] et sur l’expertise acquise 

concernant la transfection de siARN dans nos laboratoires, un protocole a été défini, compatible avec 

les études de complexation par électrophorèse et les études de transfection. 

Ce protocole comporte une première étape de préparation des siARN : un eppendorf a été 

préparé avec la concentration désirée en siARN mélangée à du milieu OptiMEM. Le volume de cet 

eppendorf représente 20% du volume total mis au contact des cellules pour la transfection, ou 

déposé dans les puits des gels pour les études d’électrophorèse. La seconde étape a permis la 

préparation des nanoparticules lipidiques dans un deuxième eppendorf : les cLNP ont été diluées au 

ratios N/P désirés dans du milieu OptiMEM. Comme pour la première étape, le volume contenu  dans 

cet eppendorf représente 20% du volume total. Ensuite, les deux préparations ont été mélangées et 

mixées à température ambiante durant 30 minutes à 700 rpm. Au niveau de la littérature, vitesse et 

temps de complexation sont décrits comme étant important pour l’efficacité de transfection de 

siARN [6]. Ainsi, ces paramètres de complexation ont été maintenus tout au long de l’étude. 

Pour les expériences de transfection in vitro, du milieu de culture supplémenté par 6,8% de 

sérum de veau fœtal a été déposé sur les cellules. Le volume utilisé représente 60% du volume final 

mis au contact des cellules. Concernant les études de complexation par électrophorèse, le tampon 
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Hepes 5 mM a été privilégié dans les mêmes proportions. Une fois mixés, les échantillons ont été 

ajoutés sur les cellules, pour les tests de transfection in vitro, ou mélangés au tampon avec dépôt 

dans les puits pour les tests électrophorétiques. 

 

3.2. Tests électrophorétiques pour les études de complexation de 

siARN 

Pour l’étude des complexes et de la rétention, une électrophorèse sur gel d’agarose a 

permis de séparer les siARN libres des siARN complexés aux particules, et ainsi déterminer le 

rendement de complexation. En suivant le protocole de complexation, une concentration en siARN 

de 20 µg/mL, soit 1,5 µM, a été utilisée pour cette étude. Pour des ratios molaires N/P allant de 1/1 à 

12/1, les concentrations lipidiques en cLNPa associées varient de 130 µg/mL à 1,6 mg/mL pour les 

cLNPa. Pour les cLNPb, ne possédant pas la même quantité de DOTAP, les concentrations en lipides 

varient de 380 µg/mL à 4,6 mg/mL, pour les mêmes ratios N/P. 

Les complexes ont été déposés dans les puits d’un gel comprenant 4% d’agarose et 

l’électrophorèse a été effectuée sur un E-gel Imager (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suivant le 

protocole fourni pour l’utilisation de cet appareil. Les siARN couplés à l’Alexa-488 (excitation : 

496 nm ; émission : 519 nm) sont révélés par fluorescence. De même, l’encapsulation du DiD par les 

cLNP (excitation : 644 nm ; émission : 665 nm) permet une révélation par fluorescence. Pour cette 

application, la concentration en DiD de la solution de particule utilisée a été estimée à 10 µmol/L. 

 

4. Transfection 

4.1. Culture cellulaire - mise en place des modèles 

Toutes les cellules étudiées lors de ces travaux ont été fournies par ATCC (Manassas, VA, 

USA). De plus, pour tous les modèles cellulaires étudiés, le milieu de culture a été changé toutes les 

48 heures et les cellules ont été repiquées lorsque la confluence était d’environ 80%. Les cellules ont 

été maintenues dans des conditions optimales (37°C, 5% CO2, 95% d’humidité) dans un incubateur. 

Concernant les expériences de transfection sur cellules immortalisées étudiées dans les 

chapitres III et V, les lignées (PC3, Hela, U2OS) ont été modifiées, par transfection du plasmide 

pEGFPC1 (Clontech, CA, USA), pour sur-exprimer de façon stable la protéine GFP. Pour les PC3, les 

cellules ont été transfectées par un agent commercial, la Lipofectamine 2000, selon les 



Matériels et méthodes 
 

141 
 

recommandations données par le fournisseur. Pour les cellules Hela, l’internalisation des plasmides 

est permise par un protocole d’électroporation, suivant les informations du fournisseur. Enfin, les 

cellules U2OS ont été transfectées par un lentivirus. Une sélection clonale a été effectuée par 

dilution limite dans des plaques 96 puits afin d’obtenir une seule cellule par puits. Chaque puits 

présentant une unique colonie cellulaire a été cultivé et analysé en cytométrie de flux (FACS BD LSRII) 

afin d’isoler les clones possédant le profil de fluorescence GFP le plus pertinent pour notre étude, 

c’est-à-dire une expression modérée. Une analyse sur 104 cellules a été effectuée avec le logiciel 

FACSDiva (BD Biosciences, New Jersey, USA).  Cependant, malgré les nombreux clones testés, il n'a 

pas été possible d'obtenir des clones exprimant modérément cette protéine, et seuls des clones 

exprimant très fortement la GFP ont finalement pu être amplifiés. 

Pendant l’entretien des lignées, les cellules sur-exprimant la protéine GFP ont subi une 

sélection par un agent, la généticine (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), utilisé à une 

concentration de 500 µg/mL. Les cellules modifiées pour exprimer la GFP possèdent un gène de 

résistance à cet antibiotique, la néomycine phosphotransférase. Ce gène code pour l’enzyme 

aminoglycoside 3’-phosphotransférase qui inactive la généticine par phosphorylation, conférant ainsi 

une résistance à cet antibiotique. 

Les cellules humaines de type PC3, dérivées d’une métastase osseuse d’un adénocarcinome 

de grade IV issu de la prostate,  ont été cultivées avec du milieu RPMI Glutamax (Invitrogen) 

supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal (PAA) et 1% d’antibiotique (pénicilline/streptomycine, 

Invitrogen). Les cellules Hela, issues d’un prélèvement de métastase effectué sur une patiente 

atteinte d’un cancer du col de l’utérus, ont été cultivées avec du milieu DMEM Glutamax (Invitrogen) 

supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal et 1% d’antibiotique. Les cellules U2OS, dérivées d’un 

ostéosarcome des os du tibia humain, ont été cultivées avec le même milieu de culture que les 

cellules Hela. 

Trois modèles cellulaires réputés difficile à transfecter ont également été étudiés dans le 

chapitre VI. Les Huvec, cellules endothéliales humaines primaires issues de la veine ombilicale, ont 

été cultivées sur un revêtement de fibronectine (1 µg/cm²) avec du milieu complet EndoGRO 

(Millipore, Molsheim, France). Les cellules Jurkat, une lignée humaine immortalisée de lymphocyte T, 

sont des cellules non-adhérentes cultivées avec du RPMI complémenté comme les cellules PC3. Les 

cellules PC12, dérivée d’un phéochromocytome de la médullosurrénale du rat, possèdent  la 

particularité de pouvoir se différencier en structures hautement différienciées proche des neurones 

avec un traitement adéquat. Ces cellules ont été cultivées sur une matrice de collagène IV (3,5 

µg/cm²) en présence de milieu RPMI Glutamax complémenté de 10% de sérum de cheval inactivé par 
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la chaleur (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 5% de sérum de veau fœtal et 1% d’antibiotique. La 

différenciation en structures proche des neurones a été induite par l’addition de 50 ng/mL de NGF 

(Nerve Growth Factor, Millipore, Molsheim, France) dans le milieu de culture, pendant cinq à sept 

jours. L’origine embryologique des cellules neuroblastiques signifie que les cellules PC12 peuvent 

facilement se différencier en cellules proches des neurones, même si elles ne sont pas considérées 

comme des neurones adultes. Cependant, elles partagent des propriétés semblables aux neurones, 

notamment pour la libération des neurotransmetteurs.  

 

4.2. Cytotoxicité des nanoparticules cationiques 

Les cellules PC3 ont été ensemencées à 2.105 cellules/mL dans des plaques 96 puits (Nunc) 

puis incubées en présence de nanoparticules à différentes concentrations. La complexation se 

rapportant à la concentration en DOTAP lors de l’établissement de ratio N/P, nous nous sommes 

appuyés sur ce référentiel pour exprimer la quantité de nanoparticule testée. Ainsi, des quantités de 

nanoparticule, ayant des concentrations en DOTAP de 3,13 à 200 µg/mL, ont été incubées en 

présence des cellules pendant 24 heures. Puis le milieu de culture a été changé pour une nouvelle 

incubation de 24 heures. Chaque concentration a été testée six fois.  

 

Le test WST-1 est basé sur la réduction de la molécule WST-1 (ou water-soluble tetrazolium-

1) permise par l’activité déshydrogénase des enzymes de la chaîne mitochondriale (Figure E-4). De 

façon plus précise, la molécule WST-1 se retrouve dans le milieu extracellulaire en raison de ses deux 

groupements sulfonates chargés négativement bloquant son internalisation [7]. Ainsi, WST-1 est 

réduit de façon extracellulaire suite à un transport d’électrons à travers la membrane plasmique, 

autorisant une cascade d’oxydo-réduction depuis le cofacteur NADH. Les sels de tétrazolium sont 

alors clivés en Formazan, dont l’absorbance reflète la quantité de cellule métaboliquement active en 

culture [7]. Une augmentation de l’absorbance de cette molécule témoigne d’une augmentation du 

nombre de cellules viables ou d’une activité de la chaîne mitochondriale exacerbée. À l’inverse, une 

diminution de l’absorbance de cette molécule peut être expliquée par une diminution de l’activité de 

la chaîne mitochondriale et/ou une diminution de la quantité de cellules suite à la mort cellulaire. 

L’activité métabolique des cellules a été estimée en ajoutant 10% de WST-1 (Roche), un 

réactif dérivé de formazan soluble, pendant trois heures. Des cellules sans nanoparticule et des 

cellules incubées avec une solution de 10 mM de H2O2 représentent respectivement les contrôles 

négatifs et positifs. L’absorbance a ensuite été mesurée à 450 nm (titration du formazan soluble) et à 

690 nm (bruit de fond) à l’aide d’un lecteur de microplaque (Infinite M1000, Tecan). La différence 
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d’absorbance (450 nm – 690 nm) est directement proportionnelle au nom

viabilité cellulaire a ainsi été déterminée à partir de l’équation

ACP)x100) ; AE, ACP et ACN représentent respectivement les absorbances de l’échantillon, du 

contrôle positif et du contrôle nég

 

Figure E-4. Principe de l’étude de cytotoxicité par un test WST

métabolique des cellules en culture. 

 

La cytolyse et la cytotoxicité cellulaire a été suivie par la quantification du lactose 

déshydrogénase (LDH). La présence de LDH 

réduisant ainsi le NAD+ en NADH. Cette réaction entraîne la réduction des sels 

d’ionodonitrotétrazolium en formazan en présence de diaphorase (Figure E

dans le milieu de culture a été mesurée par une réaction enzymatique (Pierce LDH cytotoxicity assay 

kit, Thermoscientific) de 45 minutes qui aboutit à un produit rouge (formazan) dont l’absorbance a 

été lue à 490 nm et 680 nm avec le lecteur d

tampon de lyse 10X ont été étudiées pour déterminer le relargage spontané de LDH et le relargage 

maximum de LDH. Le pourcentage de cytotoxicité, avec comme témoin la quantité de LDH, a été 

évalué à partir de l’équation 

690 nm) est directement proportionnelle au nombre de cellule

viabilité cellulaire a ainsi été déterminée à partir de l’équation : Viabilité (%) = ((AE

; AE, ACP et ACN représentent respectivement les absorbances de l’échantillon, du 

contrôle positif et du contrôle négatif. 

4. Principe de l’étude de cytotoxicité par un test WST-1 : le test WST-1 permet de quantifier l’activité 

 

La cytolyse et la cytotoxicité cellulaire a été suivie par la quantification du lactose 

La présence de LDH entraine la conversation de lactate en pyruvate, 

en NADH. Cette réaction entraîne la réduction des sels 

d’ionodonitrotétrazolium en formazan en présence de diaphorase (Figure E-5). La LDH ext

dans le milieu de culture a été mesurée par une réaction enzymatique (Pierce LDH cytotoxicity assay 

kit, Thermoscientific) de 45 minutes qui aboutit à un produit rouge (formazan) dont l’absorbance a 

été lue à 490 nm et 680 nm avec le lecteur de microplaque. Des cellules avec 10% d’eau et 10% de 

tampon de lyse 10X ont été étudiées pour déterminer le relargage spontané de LDH et le relargage 

de LDH. Le pourcentage de cytotoxicité, avec comme témoin la quantité de LDH, a été 

 : Cytotoxicité (%) = ((AE-ARS)/(ACP-ARS)x100)
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représentent respectivement les absorbances de l’échantillon, du relargage spontané et du contrôle 

positif. 

Figure E-5. Principe de l’étude de cytotoxicité par la mesure du LDH relargué : 

le milieu extracellulaire permet d’établir le niveau d’intégrité de la membrane plasmique.

 

Un test d’efficacité de formation de colonie (

été testé après une incubation des cellules pendant 72 heures (10

72 heures avec différentes quantités de cLNP possédant des concentrations en DOTAP de 3,13 à 200 

µg/mL. Les cellules ont ensuite été lavées trois fois avec du PBS 1X, puis fixées avec du 

paraformaldéhyde 2%. Pour finir, une colorat

manuellement les colonies dans les boites de pétri.

 

4.3. Étude de l’internalisation des 

Les cellules PC3 et Jurkat ont été ensemencées dans des plaques 12 puits (10

cellules/puits) 24 heures avant transfection

recouverts de fibronectine ont été utilisées (5.10

dans des plaques 6 puits recouverts de collagène IV (5.10

jours avec du NGF pour induire la différenciation en structure

Des nanoparticules cLNP enc

marqués par de l’Alexa-488, ont été ajoutées aux cellules pour différents temps d’incubation, entre 

30 minutes et 6 heures, afin d’établir une cinétique d’internalisation. À la fin de l’expérience, le

cellules ont été lavées deux fois par du PBS 1X, puis décollées à l’aide de trypsine. Une analyse de la 

représentent respectivement les absorbances de l’échantillon, du relargage spontané et du contrôle 

5. Principe de l’étude de cytotoxicité par la mesure du LDH relargué : la mesure de l’enzyme LDH dans 

le milieu extracellulaire permet d’établir le niveau d’intégrité de la membrane plasmique.

Un test d’efficacité de formation de colonie (Colony Forming Efficiency 

été testé après une incubation des cellules pendant 72 heures (104 cellules/cm²) et un traitement de 

72 heures avec différentes quantités de cLNP possédant des concentrations en DOTAP de 3,13 à 200 

ont ensuite été lavées trois fois avec du PBS 1X, puis fixées avec du 

paraformaldéhyde 2%. Pour finir, une coloration par du Giemsa 0,02% a permis

manuellement les colonies dans les boites de pétri. 

Étude de l’internalisation des nanoparticules et des siARN

Les cellules PC3 et Jurkat ont été ensemencées dans des plaques 12 puits (10

24 heures avant transfection, tandis que pour les Huvec, des plaques 6 puits 

recouverts de fibronectine ont été utilisées (5.104 cellules/puits). Les PC12 ont été ensemencées 

dans des plaques 6 puits recouverts de collagène IV (5.104 cellules/puits), puis traitées cinq à sept 

jours avec du NGF pour induire la différenciation en structures proches des neurones.

Des nanoparticules cLNP encapsulant 0,3 µmol/L de DiD, complexées ou non aux siARN 

488, ont été ajoutées aux cellules pour différents temps d’incubation, entre 

30 minutes et 6 heures, afin d’établir une cinétique d’internalisation. À la fin de l’expérience, le

cellules ont été lavées deux fois par du PBS 1X, puis décollées à l’aide de trypsine. Une analyse de la 
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fluorescence sur 104 évènements par cytométrie en flux (FACS BD LSRII) a permis d’évaluer les 

vitesses d’internalisation. Pour l’étude de l’internalisation de siARN-Alexa488, les cellules ont été 

incubées en présence de bleu trypan 1% pour inhiber la fluorescence extracellulaire. 

Concernant l’étude des mécanismes d’internalisation des nanoparticules cLNPa-DiD, 

complexées ou non aux siARN-Alexa488, un traitement de 30 minutes avec différents antibiotiques a 

été réalisé afin d’inhiber sélectivement certaines voies d’entrée dans les cellules. Le nocodazole, 

perturbateur de l’arrangement des microtubules, a été utilisé à une concentration de 20 µM ; la 

cytochalasine A, inhibant la polymérisation de l’actine, a été déposée sur les cellules à une 

concentration de 5 µg/mL ; la génistéine et la chlorpromazine, inhibiteurs respectifs des voies 

d’endocytose dépendantes des cavéolines et des clathrines, ont été utilisées à une concentration de 

200 µM et 10 µg/mL. Les cellules traitées ont ensuite été incubées en présence des particules, ou des 

complexes particules/siARN, pendant deux heures. Enfin, les cellules ont été lavées deux fois par du 

PBS 1X, décollées, puis fixées par du paraformaldéhyde 2%. Une analyse de la fluorescence sur 104 

évènements par cytométrie en flux (FACS BD LSRII) a été effectuée à l’aide du logiciel FACSDiva. 

 

4.4. Étude de l’efficacité d’inhibition fonctionnelle 

L’analyse des efficacités d’inhibition fonctionnelle des LNP a été réalisée sur quatre types 

de modèle différents. Pour le premier modèle, l’inhibition de la fluorescence verte de cellules sur-

exprimant la protéine GFP a été permise par l’internalisation de siGFP-22 (Qiagen, Pays-Bas). Les 

cellules traitées ont été décrites précédemment (PC3, Hela, U2OS). Les cellules ont été transfectées 

par des concentrations finales en siARN de 20 nM pendant 72 heures. 

Les autres modèles testés pour l’étude de l’inhibition fonctionnelle concernent les cellules 

réputées comme étant difficile à transfecter (Huvec, Jurkat, PC12 différenciées). Ainsi, les 

concentrations finales en siARN utilisées ont été augmentées jusqu’à 50 nM.  

Le second modèle concerne les cellules Huvec : les siARN Cell death, induisant la mort 

cellulaire chez les cellules humaines, ont été transfectées pendant 48 heures. La quantification de la 

viabilité cellulaire est permise par l’utilisation du kit WST-1 (Roche) décrit précédemment.  

De même, les cellules non-adhérentes de type Jurkat ont été transfectées pendant 48 

heures par des siARN autorisant l’inhibition des récepteurs de surface CD2 (siARN CD2, Santa Cruz 

Biotechnology Inc., CA, USA). Afin de quantifier l’efficacité de transfection, un anticorps fluorescent, 
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utilisé à une concentration de 0,4 µg/mL pendant 2 heures, a permis de cibler spécifiquement ces 

récepteurs (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA). 

Les PC12, différenciées en structure proche des neurones, possèdent des récepteurs au 

facteur de croissance NGF, p75, dont les ARNm sont ciblés spécifiquement par des siARN NGF p75 

(Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA). Après une transfection de 72 heures, la quantification de 

l’efficacité de transfection fonctionnelle a été permise par une incubation de 2 heures avec 4 µg/mL 

d’anticorps fluorescent reconnaissant spécifiquement le récepteur p75 (Santa Cruz Biotechnology 

Inc., CA, USA). 

 

Le siAllstar, n’induisant aucune inhibition post-transcriptionnelle chez les cellules de 

mammifère, a été utilisé en tant que contrôle négatif pour chacune des expériences de transfection 

fonctionnelle, à la même concentration que le siARN testé. Hormis pour les tests sur les cellules 

Huvec (voir protocole de cytotoxicité avec le kit WST-1), les quantifications des niveaux d’expressions 

des protéines d’intérêt ont été réalisées par cytométrie en flux de type FACS BD LSRII, piloté par le 

logiciel FACSDiva. Les résultats représentent la moyenne de 104 évènements des conditions réalisées 

en triplicat. Les contrôles effectués avec les différents agents de transfection commerciaux ont été 

effectués en suivant les protocoles donnés par les différents fournisseurs. 

Une cinétique d’inhibition fonctionnelle de la protéine GFP, sur-exprimée par les cellules 

PC3, a été réalisée par vidéomicroscopie. Ainsi, une image a été prise toutes les 20 minutes pendant 

26 heures, sur un même champ, en utilisant un grossissement x10 (Zeiss). 

 

4.5. Immuno-détection de la protéine par immuno-empreinte 

(Western-blotting) 

Après transfection, les cellules PC3-GFP ont été lavées deux fois avec du PBS 1X, contenant 

calcium et magnésium, puis incubées 10 minutes à 4°C en présence de tampon de lyse RIPA (Roche) 

contenant un cocktail complet d’inhibiteurs de protéase. Les lysats obtenus sont centrifugés pendant 

10 minutes, à 4°C, à 14.103 G.  

La concentration en protéine totale a été évaluée par un dosage de type BCA (Pierce). Cette 

méthode s’appuie sur l’utilisation de l’acide bicinchoninique, un réactif hautement spécifique de l’ion 

cuivreux Cu(I) permettant d’obtenir une couleur pourpre en sa présence. Les protéines réduisant 
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l’ion cuivrique Cu(II) en ion cuivreux Cu(I), l’absorbance mesurée à 562 nm est directement 

proportionnelle à la concentration en protéine. Ainsi, après réalisation d’une gamme d’étalonnage 

avec une protéine de référence, la BSA, la quantité de protéine totale a été mesurée afin de 

rapporter chaque échantillon à une même concentration. Les échantillons, contenant 10 µg de 

protéine, ont été mélangés avec un agent réducteur (DTT) et un tampon Laemmli contenant 10% de 

SDS, puis chauffés à 100°C pendant 5 minutes. Ensuite, les échantillons ont été déposés dans un gel 

de polyacrylamide, avec un gradient de 4 à 12% (NuPAGE, Invitrogen), pour une étape 

d’électrophorèse de 45 minutes à 120 V. La migration des protéines s’effectue ainsi en fonction de 

leur masse moléculaire apparente. 

Après cette étape de migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de 

nitrocellulose (Amersham, Royaume-Uni) pendant 1 heure (30V-175mA). La qualité du transfert a été 

évaluée par une étape de marquage des protéines au rouge ponceau, puis les sites de fixation non-

spécifiques ont été saturés par du lait en poudre écrémé 5% (m/v dans un tampon TBS Tween 1X). 

Les protéines d’intérêt ont alors subi un marquage primaire avec des anticorps ciblant les protéines 

GFP et le contrôle α-tubuline (Abcam, Cambridge, Royaume-Uni.  Ac de souris spécifiques des 

protéines humaines). Ces anticorps ont été dilués au 1/5000 dans un tampon TBS Tween 1X 

contenant 5% de lait en poudre écrémé (m/v), et le marquage a été effectué durant une nuit à 4°C. 

Après un lavage répété avec le tampon TBS Tween 1X, la membrane de nitrocellulose a été incubée 1 

heure avec un anticorps secondaire reconnaissant l’isotype de l’anticorps primaire (Jackson 

Immunoresearch, PA, USA), utilisé à une dilution au 1/5000 dans un tampon TBS Tween 1X 

contenant 5% de lait en poudre écrémé (m/v). Un kit ECL (Abcam, Cambridge, Royaume-Uni) a 

permis la révélation, et ainsi la détection des protéines par immuno-empreinte. La quantification des 

données a ensuite été réalisée en utilisant le logiciel ImageJ (n = 3). L’intensité relative a été calculée, 

pour chaque échantillon, en divisant l’intensité absolue représentant la protéine GFP par l’intensité 

absolue représentant le contrôle α-tubuline. 

 

5. Culture tridimensionnelle des cellules PC3 

5.1. Protocole de formation des sphéroïdes 

Les cellules PC3 sur-exprimant la GFP ont été cultivées selon le protocole développé dans 

notre laboratoire. Pour cela, du matrigel (BD Biosciences, New Jersey, USA) a été déposé dans les 

chambres de culture d’une lame LAB-TEK 4 puits (Dutscher, Brumath, France) pour ainsi permettre 

aux cellules de se développer de façon tridimensionnelle dans cette matrice. Après 30 minutes 
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d’incubation à 37°C, le matrigel se solidifie. Ainsi, les cellules ont été déposées dans les différentes 

chambres (7.103 cellules/chambre) avant une nouvelle incubation de 30 minutes, autorisant les 

cellules à sédimenter à l’intérieur de la matrice. Après ce nouveau temps d’incubation, du milieu de 

culture RPMI Glutamax, supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal et 1% d’antibiotique, et 

contenant 8% de matrigel, a été ajouté avec précaution dans les chambres de culture. 

Le milieu de culture a, en parti, été changé tous les deux jours. Seulement 60% du milieu a 

été renouvelé afin de ne pas altérer la couche de matrigel. Après quatre jours d’incubation, les 

cellules ont été visualisées sous forme d'amas tridimensionnels, majoritairement composés de 

sphéroïdes, voire d’acinis. Ces structures ont ainsi été soumises à des expériences de transfection. 

 

5.2. Transfection et analyse des résultats 

Le protocole de complexation et de transfection reste identique aux étapes décrites 

précédemment. La récupération de cellules pour une analyse au cytomètre en flux nécessite 

cependant des étapes supplémentaires. Le matrigel a été dépolymérisé pendant 40 minutes, à 4°C, à 

l’aide de Cell Recovery® (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), permettant aux cellules d’être 

libérées sans dommage. Par ailleurs, les cellules ont été incubées 15 minutes supplémentaires en 

présence de trypsine EDTA afin de favoriser leur détachement et pour obtenir des cellules 

individualisées. Après ces traitements, les cellules traitées peuvent être analysées par cytométrie en 

flux comme précédemment. 

Un test de cytotoxicité a été réalisé sur des cellules PC3, n’exprimant pas la GFP, cultivées 

dans du matrigel afin de former des structures tridimensionnelles. Ainsi, des étapes de transfection 

ont été réalisées, comme décrit précédemment, avec un siARN contrôle de type siAllstar. La 

quantification du nombre de cellules apopotiques a été permise par l’utilisation de CellEvent®. Ce 

produit à la particularité d’être clivé lors de l’activation des caspases 3 et 7, autorisant une liaison à 

l’ADN et entraînant ainsi une émission de fluorescence à 530 nm. 
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L’objectif de ces travaux de thèse consiste à élaborer un vecteur lipidique, pour la 

transfection de siARN, permettant de surmonter les limites des techniques actuellement disponibles 

(voir chapitre II). Ainsi, nous souhaitons développer un vecteur générique autorisant une transfection 

fonctionnelle efficace de siARN, chez les cellules immortalisées comme chez les cellules difficiles à 

transfecter. Par ailleurs, ce vecteur doit présenter une méthode de fabrication simple et 

reproductible, pour permettre une transposition  à l’industrie, une stabilité colloïdale élevée et une 

innocuité avérée.  

 En ce sens, nous nous sommes appuyés sur des nanoparticules lipidiques très stables 

possédant un cœur hydrophobe, les LNP (Lipid NanoParticles), développées dans nos laboratoires 

pour des applications d’imagerie in vivo, ou de délivrance de principes actifs, après une injection 

systémique [1-6]. Ainsi, nous souhaitons utiliser cette base de formulation en préservant les 

propriétés intéressantes, stabilité colloïdale [7] et innocuité notamment [8], tout en implémentant 

des caractéristiques favorisant la transfection de siARN. La stratégie que nous avons choisi de 

développer, en accord avec les propriétés souhaitées décrites dans le chapitre II, consiste à modifier 

les particules lipidiques en surface pour favoriser l’établissement de liaisons électrostatiques avec les 

siARN. De cette façon, les étapes de complexation peuvent être effectuées post-formulation et 

autoriser le test de milliers de siARN différents avec un unique lot de particules. 

Ce chapitre décrit les différents types de nanoparticules lipidiques, possédant un cœur 

hydrophobe,  et plus particulièrement les LNP développées au sein de nos laboratoires. Leurs 

caractéristiques, ainsi que la stratégie employée pour un transfert de cette technologie vers des 

applications de transfection, sont également exposées de façon détaillée. Ce chapitre est conclu par 

la description des formulations lipidiques, optimisées par une approche mathématique, pour la 

délivrance de siARN. 

 

1. Les différentes classes de nanoparticules lipidiques  

De par leur origine physiologique, les lipides ont largement été utilisés comme matériaux 

pour former des systèmes biocompatibles, biodégradables et bioassimilables [9, 10]. Les chercheurs 

ont ainsi développé différentes familles de vecteurs lipidiques tels que les liposomes, les 

nanocapsules et les nanosphères de lipides [11, 12, 13]. Déjà évoqué dans le chapitre II, nous ne nous 

attarderons pas sur les liposomes dont les limites mentionnées, notamment en termes de stabilité, 

ne correspondent pas aux critères souhaités. 
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Dès lors, nous nous focaliserons sur les nanosphères qui ont la particularité de pouvoir 

encapsuler des molécules hydrophiles (Figure III
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Figure III-1. Nanocapsules et nanosphères lipidiques : 

hydrophile, les nanosphères représentent une goutte entièrement lipidique permettant uniquement 

l’encapsulation de molécules lipophiles.
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présentent l’avantage de ne pas nécessiter l’utilisation de solvant, limitant les coûts de production et 

les problèmes de leur élimination [11], contrairement à ce qui se fait avec les polymères par 

exemple. En effet, la production de nanosphères lipidiques est basée sur la simple prép

d’émulsions par agitation mécanique, par homogénéisation haute pression ou encore par utilisation 

d’ultrasons [11, 15, 16]. Ces techniques permettent d’apporter la quantité d’énergie nécessaire à la 

formation de petites particules. En outre, ces pr

particulaires très élevées et sont transposables à l’industrialisation [11], apportant des avantages 

respectivement par rapport aux polymères et aux liposomes.
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1.1. Les nanoémulsions 

Les nanoémulsions sont des dispersions de gouttelettes nanométriques formées par 

rupture due au cisaillement. En effet, par convention, le terme « nano » peut être exprimé quand au 

moins l’une des dimensions de l’objet se trouve dans une gamme allant de 1 à 100 nanomètres. De 

façon plus précise concernant la taille, il est nécessaire de mentionner si le rayon de la goutte ou son 

diamètre est pris en compte ; en général, la définition la plus souple est appliquée dans laquelle la 

grande majorité des gouttelettes ont des rayons inférieurs à 100 nm [17]. Dans le cadre des 

nanosphères lipidiques, ce sont des gouttelettes d’huile stabilisées par des tensio-actifs dans une 

phase continue aqueuse [18, 19].  

Les tensio-actifs possèdent une structure amphiphile leur conférant une affinité pour les 

interfaces huile/eau. Ils ont la capacité de diminuer la tension de surface, permettant de réduire 

l’énergie libre alors utilisée pour la formation des particules. De plus, les tensio-actifs permettent 

d’éviter la recombinaison immédiate des gouttes formées en apportant des répulsions 

électrostatiques et/ou stériques entre elles. 

L’avantage de telles particules est qu’elles peuvent solubiliser une large quantité de 

molécules présentant un caractère lipophile. Cependant, ces systèmes présentent une stabilité 

limitée due à une dégradation physique par mûrissement d’Ostwald et/ou par coalescence (Figure III-

2). La coalescence est due à la rupture de la paroi séparant deux gouttelettes, tandis que le 

mûrissement d’Ostwald est issu d’une différence de pression à l’intérieur des gouttelettes lipidiques. 

En effet, la pression à l’intérieur de la gouttelette dépendant de sa taille, les plus petites particules se 

vident dans les particules plus grandes et disparaissent. Ces deux phénomènes conduisent à la 

déstabilisation des gouttelettes et à la séparation de la phase huile/eau [18, 20]. En outre, la dilution 

élevée lors de l’utilisation de ces particules peut entraîner la désorption des surfactants, pouvant 

également induire une déstabilisation majeure [21]. Ainsi, la dilution provoquée par l’utilisation de 

ces particules peut entraîner une perte des molécules encapsulées. Enfin, de par la faible viscosité du 

cœur de la particule et le manque de rigidité de la membrane des surfactants, les molécules 

encapsulées peuvent être rapidement relarguées par diffusion [22]. C’est pourquoi de nouveaux 

systèmes particulaires ont été développés afin d’améliorer ces caractéristiques, notamment en 

termes de stabilité. 
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Figure III-2. Principes de déstabilisation des gouttelettes : 

mûrissement conduisent à une déstabilisation majeure des gouttelettes induisant la séparation des phases 
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cristallisation peut entraîner une gélification de la particule nuisant à sa stabilité colloïdale [13]. Afin 
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Figure III-3. Les différents types de particules lipides solides : 

cristallisé, les NLC ne sont que partiellement cristallisés.
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cristallisée composée de cire. Ces globules constitués un site privilégié pour l’encapsulation d’une 

plus grande quantité de molécule lipophile dont la diffusion est limitée par la matrice solide. 

Néanmoins, les modèles de type 2 et de type 3 sont critiqués au niveau de la littérature. En 

effet, différentes équipes rapportent des conclusions divergentes et des théories réfutant la 

faisabilité de ces modèles de particule. L’obtention de solides amorphes a été remise en cause, 

suggérant que les lipides non cristallisés se trouvaient finalement dans un état de surfusion liquide et 

non dans un état solide [25, 26]. De même, la modèle 3 semble, dans la plupart des cas, aboutir au 

modèle 1, certaines équipes rapportant une séparation complète de l’huile liquide et des lipides 

cristallisés [27]. 

 

1.4. Conclusion sur les différentes classes de nanoparticules lipidiques 

Dans le cadre de ces travaux de thèse, il est nécessaire d’obtenir des particules possédant 

une stabilité élevée au cours du temps. Ainsi, les propriétés favorisant la transfection de siARN 

pourront être maintenues, permettant un stockage sur le long terme. Par ailleurs, la possibilité 

d’encapsuler des molécules dans le cœur de la particule constitue un atout indéniable pour obtenir 

un objet autorisant la multifonctionnalité : la co-délivrance de siARN complexés en surface et de 

molécules anticancéreuses lipophiles peut être envisagée pour des applications de multi-thérapie. 

Les nanoparticules lipidiques réunissent différents types de structures présentant des 

propriétés de biocompatibilité et biodégradabilité. L’état liquide des nanoémulsions facilite 

l’encapsulation de quantités importantes de principes actifs mais limite le contrôle de leur cinétique 

de relargage. Surtout, ces nanoparticules sont hautement susceptibles de subir des phénomènes 

d’instabilité limitant leur utilisation pour une application telle que la transfection d’acides nucléiques. 

Les particules de type SLN démontrent une amélioration de ces propriétés, réduisant alors 

la vitesse de relargage des molécules encapsulées. Cependant, l’arrangement cristallin limite le taux 

de charge et entraine des risques de gélification pouvant nuire à la stabilité du vecteur.  

Les nanovecteurs lipidiques de type NLC semblent être l’alternative pour pallier aux limites 

des deux autres classes de vecteur. En effet, leur matrice solide imparfaitement cristalline limite les 

risques de gélification, favorisant la stabilité colloïdale, et améliore les taux de charge de molécules 

lipophiles, sans pour autant nuire au relargage. 

D’après ces conclusions, nos laboratoires se sont orientés vers la conception de 

nanovecteurs lipidiques nanostructurés, les NLC, dont les caractéristiques sont plus en adéquation 

avec les thématiques développées, notamment en ce qui concerne la stabilité des particules. 
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1.5. Les vecteurs développés au CEA-LETI : les LNP 

Depuis plusieurs années, le CEA-LETI a développé des nanoparticules lipidiques pour la 

vectorisation de molécules. D’abord utilisé pour l’encapsulation de fluorophores lipophiles pour des 

applications d’imagerie biomédicale in vivo et la détection de tumeurs [3, 5, 6], ce système s’est 

développé pour d’autres applications, en particulier l’encapsulation de principes actifs pour la 

chimiothérapie. Notre objectif est d’utiliser ce support et de le modifier afin d’obtenir un vecteur de 

siARN efficace répondant aux critères exigés. 

Ces particules, nommées LNP (Lipid NanoParticles), sont des nanoémulsions produites par 

l’émission de cycles d’ultrasons (voir la partie expérimentale page 134). Elles sont composées d’un 

cœur huileux semi-cristallin, mélange de lipides solides (suppocire) et lipides liquides (huile de soja), 

stabilisées par une monocouche de tensio-actifs. Cette monocouche est composée de 

phospholipides insolubles (lécithine) et de polymères hydrophiles (polymère de type PEG) qui 

permettent l’obtention de nanoparticules stables (Figure III-4).  

 

 

Figure III-4. Composition des LNP du CEA-LETI : sur une base de NLC, les LNP possèdent un cœur semi-cristallin 

stabilisé par une monocouche de tensio-actifs. 

 

La biocompatibilité des particules est assurée par une composition en produits de grade 

pharmaceutique approuvés chez l’Homme par la FDA (Food and Drug Administration) et permet 
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d’envisager un transfert vers des applications in vivo. Le cœur hydrophobe permet l’encapsulation de 

composés hautement lipophiles ne pouvant être délivrés sous forme libre et, dans le cas des 

fluorophores lipophiles, un suivi de la distribution de la particule. La couronne des particules, 

comprenant en partie des tensio-actifs PEGylés, permet d’envisager le greffage de molécules ou de 

biomolécules d’intérêt (peptides, anticorps, …) par des protocoles classiques de bio-conjugaison, 

apportant un caractère versatile exploitable pour tous les types d’application. 

Par ailleurs, la taille des particules lipidiques formulées est modulable, apportant un intérêt 

supplémentaire, notamment pour obtenir un outil adaptable selon l’application souhaitée. En effet, il 

est possible de synthétiser de façon reproductible des nanoparticules de 30 à 120 nanomètres de 

diamètre hydrodynamique. Les propriétés du cœur sont également modulables en ajustant le 

rapport cire/huile afin d’apporter la viscosité désirée [7, 28]. 

 

2. Stratégie de modification des nanoparticules LNP 

2.1. Approche par modification de la surface des particules 

Comme décrit précédemment, l’un de nos objectifs principaux est de concevoir un vecteur 

nanoparticulaire permettant une complexation rapide, robuste et simple pour la transfection de 

siARN. En particulier, ce vecteur doit autoriser l’étude de nombreuses séquences d’acides nucléiques 

en parallèle, et ainsi être facilement transposable pour des applications in vitro telles que le criblage 

à haut-débit. En se basant sur les vecteurs de type LNP développés au CEA-LETI et en s’appuyant sur 

la littérature, la solution la plus évidente pour répondre à ces critères consiste à modifier la surface 

des particules afin de favoriser la complexation avec des siARN. Ainsi, la couronne de la particule doit 

être modifiée pour apporter des charges cationiques favorisant l’établissement de liaisons 

électrostatiques avec les acides nucléiques chargés négativement [29-32]. 

Notre première stratégie a été de remplacer une quantité définie de lécithine, le 

phospholipide amphiphile neutre ou légèrement anionique, présent dans la couronne des particules 

par un lipide cationique (Figure III-5). Après quelques tests préliminaires, notre attention s’est portée 

sur le 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium propane (ou DOTAP) (voir chapitre II), l’un des lipides 

cationiques les plus couramment utilisés et montrant les résultats les plus pertinents pour la 

transfection de siARN [33].  

En outre, les LNP possèdent un revêtement polymérique en chaînes PEG très dense pour 

augmenter leur stabilité et leur furtivité. Cependant, dans une volonté de complexation de 
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biomolécules en surface des particules, ces polymères peuvent créer un encombrement stérique 

pouvant nuire à l’accessibilité des charges positives, et ainsi à la complexation. À partir de ce critère, 

une seconde stratégie est apparue visant, en p

quantité de polymère de surface (Figure III

 

Figure III-5. Stratégies envisagées dans la modification des LNP pour la transfection de siARN : 

formulations de LNP utilisées pour 

l’établissement de liaisons électrostatiques avec les siARN anioniques.

 

Les proportions de lipides cationiques et de polymères PEG s’avèrent être les points clés 

pour la formulation des nanoparticules pour la transfection. En effet, une concentration trop faible 

en lipide cationique peut être insuffisante pour une complexation efficace tandis qu’une 

concentration trop importante peut, de par les charges positives, provoquer des risques 

cytotoxicité. De même, une concentration trop élevée en polymère PEG ne permet pas une 

différenciation assez importante par rapport à la stratégie 1, alors qu’une diminution trop 

importante peut provoquer des problèmes de stabilité [28]. Ainsi, l’obtent

désirées nécessite une définition précise des bornes concernant les proportions utilisées pour ces 

deux composants. 
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biomolécules en surface des particules, ces polymères peuvent créer un encombrement stérique 

pouvant nuire à l’accessibilité des charges positives, et ainsi à la complexation. À partir de ce critère, 

une seconde stratégie est apparue visant, en plus de l’apport de lipides cationiques, à diminuer la 

quantité de polymère de surface (Figure III-5). 

5. Stratégies envisagées dans la modification des LNP pour la transfection de siARN : 

formulations de LNP utilisées pour l’imagerie, deux stratégies majeures ont été envisagées pour favoriser 

l’établissement de liaisons électrostatiques avec les siARN anioniques. 

Les proportions de lipides cationiques et de polymères PEG s’avèrent être les points clés 

s nanoparticules pour la transfection. En effet, une concentration trop faible 

en lipide cationique peut être insuffisante pour une complexation efficace tandis qu’une 

concentration trop importante peut, de par les charges positives, provoquer des risques 

cytotoxicité. De même, une concentration trop élevée en polymère PEG ne permet pas une 

différenciation assez importante par rapport à la stratégie 1, alors qu’une diminution trop 

importante peut provoquer des problèmes de stabilité [28]. Ainsi, l’obtention des caractéristiques 

désirées nécessite une définition précise des bornes concernant les proportions utilisées pour ces 
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biomolécules en surface des particules, ces polymères peuvent créer un encombrement stérique 

pouvant nuire à l’accessibilité des charges positives, et ainsi à la complexation. À partir de ce critère, 

lus de l’apport de lipides cationiques, à diminuer la 

 

5. Stratégies envisagées dans la modification des LNP pour la transfection de siARN : à partir des 

l’imagerie, deux stratégies majeures ont été envisagées pour favoriser 

Les proportions de lipides cationiques et de polymères PEG s’avèrent être les points clés 

s nanoparticules pour la transfection. En effet, une concentration trop faible 

en lipide cationique peut être insuffisante pour une complexation efficace tandis qu’une 

concentration trop importante peut, de par les charges positives, provoquer des risques de 

cytotoxicité. De même, une concentration trop élevée en polymère PEG ne permet pas une 

différenciation assez importante par rapport à la stratégie 1, alors qu’une diminution trop 

ion des caractéristiques 

désirées nécessite une définition précise des bornes concernant les proportions utilisées pour ces 
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2.2. Preuve de concept : les LNP pour la transfection 

2.2.1. Formulation de particules cationiques cLNP 

Des premières tentatives de formulation de particules cationiques ont été effectuées de 

manière empirique. Bien que dans la littérature, une utilisation de particules lipidiques possédant 

des tailles supérieures à 100 nm semble être privilégiée pour la transfection d’acides nucléiques [29, 

31, 32], nous nous sommes orientés vers des particules possédant un diamètre hydrodynamique 

inférieur, mieux caractérisé dans nos laboratoires. Par ailleurs, les nanoparticules possédant une 

taille plus importante ont une composition comprenant une quantité de matière plus élevée au 

niveau du cœur de la particule, au dépend de la couronne (représentée par la lécithine et le 

polymère PEG) (Tableau III-1). En effet, en dépit d’une quantité de matière totale plus importante, les 

particules, possédant un diamètre hydrodynamique supérieur ou égal à 100 nm, ont une 

composition avec plus de 78% de matière comprise dans le cœur (Tableau III-1). Dès lors, il semble 

plus intéressant de travailler sur de plus petites particules pour optimiser les formulations en (1) 

apportant un pourcentage molaire de DOTAP par rapport à la particule plus important et (2) en 

permettant une diminution de PEG conséquente sans altérer la stabilité de la particule [28]. Ainsi, 

nos premiers essais ont été effectués sur des particules basées sur une formulation de diamètre 

hydrodynamique égal à 50 nm, qui démontre à ce jour les meilleures propriétés de stabilité dans nos 

laboratoires. 

 

Taille (nm) 
Quantité totale 

en LNP (mole) 

Pourcentage molaire par rapport à la particule 

Cœur (Huile + Cire) Lécithine PEG 

30 5,23E-04 28,14 38,41 33,44 

50 7,60E-04 65,85 11,46 22,69 

80 8,21E-04 73,56 8,16 18,28 

100 1,08E-03 78,68 6,23 15,10 

120 1,05E-03 84,04 5,74 10,22 

 

Tableau III-1. Composition des nanoparticules lipidiques du CEA-LETI : selon la taille de la particule, la quantité 

de matière sera prédominante dans le cœur (pour les diamètres hydrodynamiques importants) ou la couronne 

(pour les faibles diamètres hydrodynamiques). 
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À partir de ces données, trois formulations ont été réalisées, basées sur des particules de 

50 nm : des LNP ne contenant pas de DOTAP (JB-01), des particules avec un remplacement de 50% 

de lécithine par du DOTAP (m/m) (JB-02) et des particules avec 75% de modification (m/m) (JB-03). 

L’impact de ces modifications sur les quantités de matière dans les particules est rapporté dans le 

tableau III-2.  Le pourcentage molaire de lécithine est ainsi divisé par deux dans les particules JB-02 et 

par quatre dans les particules JB-03, par rapport à la formulation de base JB-01. 

 

Tableau III-2. Composition des nanoparticules lipidiques modifiées : selon les modifications apportées à la 

formulation de 50 nm, la quantité de matière varie pour la lécithine, le DOTAP et le polymère PEG. 

 

Malgré les possibilités d’associations privilégiées entre le cœur et l’enveloppe [33], nous 

avons décidé de focaliser les modifications essentiellement sur la couronne afin de ne pas dénaturer 

les caractéristiques physico-chimique de la particule, notamment du cœur. De cette façon, les 

particules maintiennent leurs propriétés de base, dont la possibilité d’utiliser le vecteur pour 

transporter des molécules lipophiles dans le cœur (fluorophores, agents thérapeutiques, …). Ce choix 

ouvre ainsi sur des possibilités de multi-modalité conférées par ces formulations particulaires. 

 

L’incorporation de lipides cationiques dans la formulation, à la place de la lécithine, modifie 

légèrement le diamètre hydrodynamique (Figure III-3), avec une diminution de 4,2 nm pour JB-02 

(rouge) et 5,5 nm pour JB-03 (vert), sans affecter le caractère monodisperse des particules. Ainsi, le 

DOTAP incorporé semble jouer le rôle de tensio-actif des phospholipides soustraits. Plus important, 

l’incorporation du lipide cationique provoque une augmentation majeure du potentiel zêta (Figure 

III-6) : en effet, par rapport à la particule non-modifiée JB-01, la charge mesurée pour JB-02 (rouge) 

Formulation 
Quantité 

totale (mole) 

Pourcentage molaire par rapport à la particule 

Cœur 

(Huile + Cire) 
Lécithine PEG DOTAP 

JB-01 7,60E-04 65,85 11,46 22,69 0,00 

JB-02 7,62E-04 65,66 5,71 22,62 6,00 

JB-03 7,64E-04 65,57 2,85 22,59 5,99 

JB-04 6,77E-03 73,92 3,21 12,73 10,13 
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est augmentée de 31 mV tandis que pour JB

des particules possédant une charge globale positive dans un tampon NaCl 0,15 mM.

 

 

Diamètre hydrodynamique (nm)

Potentiel zêta (mV)

Figure III-6. Caractérisation des particules issues de la stratégie 1 : 

particules dont le diamètre hydrodynamique varie très peu mais qui autorise une augmentation importante du 

potentiel de surface (n=3). Analyse par DLS (Malvern).

 

Pour la seconde stratégie, une formulation particulaire a été effectuée en se basant sur JB

03 et en diminuant la concentration de polymère. Afin de ne pas dépasser le seuil de stabilité de la 

particule [28], la quantité de polymère PEG a été divisée par deux uniquement (m/m), permettant la 

formation des particules JB-04 (Tableau III

diminution majeure du pourcentage molaire de la quantité de PEG dans les particules, qui es

par 1,7. Par ailleurs, ce changement entraîne une augmentation des pourcentages molaires de la 

quantité du cœur (+ 8,35%) et de la quantité de DOTAP (+ 4,14%). Ces variations dans la composition 

peuvent entraîner des conséquences directes sur les

(Figure III-7). 

La diminution importante du polymère PEG, jouant également un rôle de tensio

la nanoparticule, induit une augmentation importante du diamètre hydrodynamique, le multipliant 

par 2,2 (violet). Cette observation de l’augmentation du diamètre hydrod
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est augmentée de 31 mV tandis que pour JB-03, elle est augmentée de 45 mV, permettant d’obtenir 

possédant une charge globale positive dans un tampon NaCl 0,15 mM.

JB-01 JB-02 

Diamètre hydrodynamique (nm) 53,37 ± 2,62 49,20 ± 0,96 

PDI 0,162 ± 0,005 0,160 ± 0,012 

Potentiel zêta (mV) -20,31 ± 1,61 10,80 ± 2,38 

6. Caractérisation des particules issues de la stratégie 1 : cette stratégie permet de formuler des 

particules dont le diamètre hydrodynamique varie très peu mais qui autorise une augmentation importante du 

3). Analyse par DLS (Malvern). 

Pour la seconde stratégie, une formulation particulaire a été effectuée en se basant sur JB

03 et en diminuant la concentration de polymère. Afin de ne pas dépasser le seuil de stabilité de la 

polymère PEG a été divisée par deux uniquement (m/m), permettant la 

04 (Tableau III-2). Comparé à JB-03, cette modification provoque une 

diminution majeure du pourcentage molaire de la quantité de PEG dans les particules, qui es

par 1,7. Par ailleurs, ce changement entraîne une augmentation des pourcentages molaires de la 

quantité du cœur (+ 8,35%) et de la quantité de DOTAP (+ 4,14%). Ces variations dans la composition 

peuvent entraîner des conséquences directes sur les propriétés physico-chimiques de la particule 

La diminution importante du polymère PEG, jouant également un rôle de tensio

la nanoparticule, induit une augmentation importante du diamètre hydrodynamique, le multipliant 

par 2,2 (violet). Cette observation de l’augmentation du diamètre hydrodynamique est corrélée à 
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03, elle est augmentée de 45 mV, permettant d’obtenir 

possédant une charge globale positive dans un tampon NaCl 0,15 mM. 

 

JB-03 

47,84 ± 1,88 

0,158 ± 0,008 

24,66 ± 1,25 

cette stratégie permet de formuler des 

particules dont le diamètre hydrodynamique varie très peu mais qui autorise une augmentation importante du 

Pour la seconde stratégie, une formulation particulaire a été effectuée en se basant sur JB-

03 et en diminuant la concentration de polymère. Afin de ne pas dépasser le seuil de stabilité de la 

polymère PEG a été divisée par deux uniquement (m/m), permettant la 

03, cette modification provoque une 

diminution majeure du pourcentage molaire de la quantité de PEG dans les particules, qui est divisée 

par 1,7. Par ailleurs, ce changement entraîne une augmentation des pourcentages molaires de la 

quantité du cœur (+ 8,35%) et de la quantité de DOTAP (+ 4,14%). Ces variations dans la composition 

chimiques de la particule 

La diminution importante du polymère PEG, jouant également un rôle de tensio-actif pour 

la nanoparticule, induit une augmentation importante du diamètre hydrodynamique, le multipliant 

ynamique est corrélée à 
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l’augmentation du pourcentage de la quantité de matière dans le cœur de la particule décrit 

précédemment, correspondant d’avantage aux particules de taille plus importante (Tableau III

plus, la réduction de la quantité de pol

particule, permet une augmentation conséquente du potentiel zêta (Figure III

multiplié par 1,7 offrant un caractère cationique plus fort à la formulation de nanoparticule JB

Cette augmentation de la charge globale de la particule est également en adéquation avec 

l’augmentation du pourcentage de la quantité de matière représentée par le DOTAP dans la particule 

(Tableau III-2). Par ailleurs, comme précédemment, cette modificati

monodisperse de la formulation, caractérisé par un PDI inchangé (Figure III

Un test a été réalisé en remplaçant 100% de lécithine par du DOTAP. Cependant, cet essai 

n’a pas permis d’obtenir une formulation stable, démontr

phospholipide est nécessaire pour permettre le développement des nanoparticules de manière 

stable (≈ 2,8% molaire de la particule totale). 

 

Diamètre hydrodynamique (nm)

 

Figure III-7. Caractérisation des particules issues de la stratégie 2 : 

de surface aboutit à une augmentation du diamètre hydrodynamique et du 

par DLS (Malvern). 

 

Chapitre III. Conception de nanoparticules lipidiques cationiques en vue de transfecter des 

l’augmentation du pourcentage de la quantité de matière dans le cœur de la particule décrit 

précédemment, correspondant d’avantage aux particules de taille plus importante (Tableau III

plus, la réduction de la quantité de polymère, pouvant masquer les charges de surface de la 

particule, permet une augmentation conséquente du potentiel zêta (Figure III-7). En effet, celui

multiplié par 1,7 offrant un caractère cationique plus fort à la formulation de nanoparticule JB

Cette augmentation de la charge globale de la particule est également en adéquation avec 

l’augmentation du pourcentage de la quantité de matière représentée par le DOTAP dans la particule 

2). Par ailleurs, comme précédemment, cette modification ne modifie pas le caractère 

monodisperse de la formulation, caractérisé par un PDI inchangé (Figure III-7). 

Un test a été réalisé en remplaçant 100% de lécithine par du DOTAP. Cependant, cet essai 

n’a pas permis d’obtenir une formulation stable, démontrant qu’une quantité minimale de 

phospholipide est nécessaire pour permettre le développement des nanoparticules de manière 

2,8% molaire de la particule totale).  

 
JB-03 JB-04

Diamètre hydrodynamique (nm) 47,84 ± 1,88 102,86 ± 2,06

PDI 0,158 ± 0,008 0,162 ± 0,024

Potentiel zêta (mV) 24,66 ± 1,25 42,60 ± 1,91

7. Caractérisation des particules issues de la stratégie 2 : La diminution de la quantité de polymère 

de surface aboutit à une augmentation du diamètre hydrodynamique et du potentiel de surface (n=3). Analyse 
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l’augmentation du pourcentage de la quantité de matière dans le cœur de la particule décrit 

précédemment, correspondant d’avantage aux particules de taille plus importante (Tableau III-2). De 

ymère, pouvant masquer les charges de surface de la 

7). En effet, celui-ci est 

multiplié par 1,7 offrant un caractère cationique plus fort à la formulation de nanoparticule JB-04. 

Cette augmentation de la charge globale de la particule est également en adéquation avec 

l’augmentation du pourcentage de la quantité de matière représentée par le DOTAP dans la particule 

on ne modifie pas le caractère 

Un test a été réalisé en remplaçant 100% de lécithine par du DOTAP. Cependant, cet essai 

ant qu’une quantité minimale de 

phospholipide est nécessaire pour permettre le développement des nanoparticules de manière 

 

04 

± 2,06 

± 0,024 

± 1,91 

La diminution de la quantité de polymère 

potentiel de surface (n=3). Analyse 
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Concernant les particules JB

stabilité colloïdale a été suivie au cours du temps en suivant un protocole de vieillissement accéléré à 

40°C, élaboré d’après les recommandations du développement pharmaceutique [37] (Figure III

Après 92 jours, le diamètre hydrodynamique, mesuré pour ces quatre formulations de particule, 

reste sensiblement identique, variant seulement de 0,3 à 2,6 nm au 

Ainsi, la modification de surface des nanoparticules lipidiques de 50 nm, par incorporation 

de lipides cationiques, est possible sans altérer la monodispersité et la stabilité colloïdale de la 

formulation. 

Figure III-8. Stabilité accélérée des particules cationiques : 

formulées reste inchangé au cours du temps. Analyse par DLS (Malvern).

 

2.2.2. Résultats préliminaires en transfection fonctionnelle

L’obtention de particules cationiques 

efficace pour la transfection de siARN. Ainsi, ces LNP cationiques (cLNP) ont été utilisées pour 

transfecter des siARN inhibant spécifiquement la protéine GFP sur

(voir le protocole page 134). Pour cette expérience, la quantité de particule utilisée pour transfecter 

les séquences d’acides nucléiques est définie en fonction de la concentration en siARN, au regard de 

l’état de l’art concernant ce type de particule. Ainsi, pour ces expériences p

sommes appuyés sur les travaux de 

séquences d’ADN plasmidique, afin de définir un rapport N/P égal à 4/1 [29]. 

Par définition, le rapport N/P correspond au rapport molaire du

ammonium N », présent sur les molécules de DOTAP inclues dans les particules, sur le «
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Concernant les particules JB-01 (bleu), JB-02 (rouge), JB-03 (vert) et JB

stabilité colloïdale a été suivie au cours du temps en suivant un protocole de vieillissement accéléré à 

40°C, élaboré d’après les recommandations du développement pharmaceutique [37] (Figure III

Après 92 jours, le diamètre hydrodynamique, mesuré pour ces quatre formulations de particule, 

reste sensiblement identique, variant seulement de 0,3 à 2,6 nm au cours du temps (Figure III

Ainsi, la modification de surface des nanoparticules lipidiques de 50 nm, par incorporation 

de lipides cationiques, est possible sans altérer la monodispersité et la stabilité colloïdale de la 

bilité accélérée des particules cationiques : le diamètre hydrodynamique des nanoparticules 

reste inchangé au cours du temps. Analyse par DLS (Malvern). 

Résultats préliminaires en transfection fonctionnelle 

L’obtention de particules cationiques ne permet pas obligatoirement d’obtenir un outil 

efficace pour la transfection de siARN. Ainsi, ces LNP cationiques (cLNP) ont été utilisées pour 

transfecter des siARN inhibant spécifiquement la protéine GFP sur-exprimée par des cellules U2OS 

). Pour cette expérience, la quantité de particule utilisée pour transfecter 

les séquences d’acides nucléiques est définie en fonction de la concentration en siARN, au regard de 

l’état de l’art concernant ce type de particule. Ainsi, pour ces expériences préliminaires, nous nous 

sommes appuyés sur les travaux de del Pozo-Rodríguez et al., concernant la transfection de 

séquences d’ADN plasmidique, afin de définir un rapport N/P égal à 4/1 [29].  

Par définition, le rapport N/P correspond au rapport molaire du « nombre de groupement 

», présent sur les molécules de DOTAP inclues dans les particules, sur le «
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03 (vert) et JB-04 (violet), leur 

stabilité colloïdale a été suivie au cours du temps en suivant un protocole de vieillissement accéléré à 

40°C, élaboré d’après les recommandations du développement pharmaceutique [37] (Figure III-8). 

Après 92 jours, le diamètre hydrodynamique, mesuré pour ces quatre formulations de particule, 

cours du temps (Figure III-8). 

Ainsi, la modification de surface des nanoparticules lipidiques de 50 nm, par incorporation 

de lipides cationiques, est possible sans altérer la monodispersité et la stabilité colloïdale de la 

 

le diamètre hydrodynamique des nanoparticules 

 

ne permet pas obligatoirement d’obtenir un outil 

efficace pour la transfection de siARN. Ainsi, ces LNP cationiques (cLNP) ont été utilisées pour 

exprimée par des cellules U2OS 

). Pour cette expérience, la quantité de particule utilisée pour transfecter 

les séquences d’acides nucléiques est définie en fonction de la concentration en siARN, au regard de 

réliminaires, nous nous 

, concernant la transfection de 

nombre de groupement 

», présent sur les molécules de DOTAP inclues dans les particules, sur le « nombre de 
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groupement phosphate P » présent sur les siARN. 

rapport « nombre de charge positive

 

Conditions Analyses de l’expression de la GFP

U2OS-GFP 

Aucun agent de 

transfection 

siGFP – 100 nM 

U2OS-GFP 

Lipofectamine RNAiMAX 

siGFP – 100 nM 

U2OS-GFP 

JB-03 

siGFP – 100 nM 

U2OS-GFP 

JB-04 

siGFP – 100 nM 

Tableau III-3. Inhibition de l’expression de la protéine GFP suivant différentes stratégies de transfection :

analyse de la fluorescence des cellules U2OS sur

différents vecteurs complexés avec des siGFP (n=3) ([siARN] = 100 nM). Analyse par cytométrie en flux

évènements (FACS BS LSRII). 
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» présent sur les siARN. Ainsi, le rapport N/P molaire permet d’établir un 

nombre de charge positive » sur « nombre de charge négative ». 

Analyses de l’expression de la GFP 

Efficacité d’inhibition de 

l’expression de la GFP 

(par rapport aux cellules seules)

 

 

 

 

3. Inhibition de l’expression de la protéine GFP suivant différentes stratégies de transfection :

analyse de la fluorescence des cellules U2OS sur-exprimant la GFP après une transfection de 72 heures avec 

différents vecteurs complexés avec des siGFP (n=3) ([siARN] = 100 nM). Analyse par cytométrie en flux
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Ainsi, le rapport N/P molaire permet d’établir un 

Efficacité d’inhibition de 

l’expression de la GFP  

(par rapport aux cellules seules) 

0,00% 

97,77% 

0,00% 

26,68% 

3. Inhibition de l’expression de la protéine GFP suivant différentes stratégies de transfection : 

exprimant la GFP après une transfection de 72 heures avec 

différents vecteurs complexés avec des siGFP (n=3) ([siARN] = 100 nM). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
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La transfection de siARN avec l’agent commercial, la Lipofectamine RNAimax, provoque une 

inhibition majeure de l’expression de la GFP (Tableau III-3). En effet, le pourcentage de cellule 

exprimant cette protéine est diminué de 97,8% par rapport au contrôle sans transfection. Dans le 

même temps, l’utilisation des particules lipidiques JB-03, comme vecteur de siGFP, n’induit aucun 

changement dans le profil d’expression de la fluorescence de la protéine GFP.  

 

En revanche, les particules JB-04, correspondantes à la stratégie 2, en tant que vecteur de 

siGFP permet de diminuer le nombre de cellule, exprimant la protéine GFP, de 26,7% (Tableau III-3). 

Même si ces résultats sont inférieurs à ceux obtenus avec l’agent commercial, cette inhibition 

fonctionnelle démontre l’hypothèse selon laquelle, en plus de la proportion en lipide cationique, la 

proportion de polymère PEG à la surface des particules doit être régulée afin d’éviter les 

phénomènes d’encombrement stérique gênant la complexation et/ou l’internalisation dans les 

cellules. 

 

2.2.3. Conclusion des essais préliminaires 

Nous souhaitions établir une preuve de concept pour démontrer la possibilité d’utiliser les 

LNP en tant qu’agent de transfection fonctionnelle de siARN. Par la formulation de particules 

cationiques, nous avons pu démontrer cette faisabilité, mais nous avons également défini les 

stratégies nécessaires pour optimiser ce type de vecteur afin de transfecter des séquences d’acides 

nucléiques. Cependant, les efficacités obtenues sont bien en dessous des agents commerciaux tels 

que la Lipofectamine RNAimax. La formulation de ces particules exige d’être remaniée et améliorée 

afin d’obtenir des résultats plus compétitifs au regard de l’état de l’art. Un développement de 

manière empirique a permis d’isoler quelques paramètres améliorant la particule pour cette 

application, notamment l’intégration de lipides cationiques et la réduction de polymères PEG. 

Néanmoins, l’étude d’une variable à la fois, consistant à faire varier uniquement un paramètre tout 

en gardant les autres constants, peut s’avérer fastidieuse et insuffisante pour l’étude de systèmes 

complexes, en particulier avec un grand nombre de paramètre à étudier [35]. En effet, dans la 

recherche en nanomédecine, le temps passé pour la découverte d’un produit utilisable pour une 

étape ultérieure du développement peut s’avérer très long (Figure III-9). Il est donc nécessaire de 

rationnaliser ce type d’étude en utilisant des méthodes mises à notre disposition, notamment des 

outils mathématiques. 
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Figure III-9. Les cinq étapes du développement en nanomédecine

nanoparticules utilisables pour diverses applications peut se mesurer en dizaines d’années.

 

2.3. Rationalisation de l’étude

d’expérience 

 
2.3.1. Plan mathématique

Un plan d’expérience (

organisée d’un ensemble d’essais expérimentaux de manière à révéler les effets de différents 

paramètres. Chaque essai permet d’acquérir de nouve

plusieurs paramètres d’entrée, pour obtenir les résultats validant un modèle. Ainsi, par une approche 

mathématique, il est possible de maximiser la quantité et la qualité des informations obtenues, tout 

en minimisant le nombre d’expérience. Cette approche est d’ailleurs de plus en plus utilisée dans 

l’industrie et dans les recherches académiques [36

L’utilisation d’un plan d’expérience peut donc permettre de comprendre plus finement 

l’influence des différents paramètres de la composition de la particule sur les différent

transfection étudiées. Ainsi, les formulations potentielles issues de cette étude répondront aux 

exigences spécifiquement définies, notamment en termes de stabilité et d’efficacité 

fonctionnelle. 

La mise en place de ce plan d’expérience a été élaborée en collaboration avec 

Crecy (CEA Grenoble, LETI DCOS) et son interprétation, en vue des expériences de biologie, avec le 

Dr. Bastogne (CNRS, CRAN, Université de

 

2.3.2. Mise en place du plan d’expérience

Tout en fixant la composition du cœur dans les 

nous avons choisi d’étudier cinq facteurs de composition décrivant les nanoparticules lipidiques 

cationiques (Figure III-10). Ces facteurs sont définis en fonction de la fraction molaire de la couronne 
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9. Les cinq étapes du développement en nanomédecine : le temps nécessaire au développement de 

nanoparticules utilisables pour diverses applications peut se mesurer en dizaines d’années.

Rationalisation de l’étude : développement d’un plan 

Plan mathématique 

Un plan d’expérience (Design Of Experiment ou DOE) consiste en la mise en œuvre 

organisée d’un ensemble d’essais expérimentaux de manière à révéler les effets de différents 

paramètres. Chaque essai permet d’acquérir de nouvelles connaissances, en contrôlant un ou 

plusieurs paramètres d’entrée, pour obtenir les résultats validant un modèle. Ainsi, par une approche 

mathématique, il est possible de maximiser la quantité et la qualité des informations obtenues, tout 

le nombre d’expérience. Cette approche est d’ailleurs de plus en plus utilisée dans 

l’industrie et dans les recherches académiques [36-38]. 

L’utilisation d’un plan d’expérience peut donc permettre de comprendre plus finement 

amètres de la composition de la particule sur les différent

transfection étudiées. Ainsi, les formulations potentielles issues de cette étude répondront aux 

exigences spécifiquement définies, notamment en termes de stabilité et d’efficacité 

La mise en place de ce plan d’expérience a été élaborée en collaboration avec 

Crecy (CEA Grenoble, LETI DCOS) et son interprétation, en vue des expériences de biologie, avec le 

Dr. Bastogne (CNRS, CRAN, Université de Lorraine/CYBERNano). 

Mise en place du plan d’expérience 

Tout en fixant la composition du cœur dans les rapports utilisés pour les particules de base, 

nous avons choisi d’étudier cinq facteurs de composition décrivant les nanoparticules lipidiques 

10). Ces facteurs sont définis en fonction de la fraction molaire de la couronne 
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le temps nécessaire au développement de 

nanoparticules utilisables pour diverses applications peut se mesurer en dizaines d’années. 

: développement d’un plan 

ou DOE) consiste en la mise en œuvre 

organisée d’un ensemble d’essais expérimentaux de manière à révéler les effets de différents 

lles connaissances, en contrôlant un ou 

plusieurs paramètres d’entrée, pour obtenir les résultats validant un modèle. Ainsi, par une approche 

mathématique, il est possible de maximiser la quantité et la qualité des informations obtenues, tout 

le nombre d’expérience. Cette approche est d’ailleurs de plus en plus utilisée dans 

L’utilisation d’un plan d’expérience peut donc permettre de comprendre plus finement 

amètres de la composition de la particule sur les différentes étapes de la 

transfection étudiées. Ainsi, les formulations potentielles issues de cette étude répondront aux 

exigences spécifiquement définies, notamment en termes de stabilité et d’efficacité d’inhibition 

La mise en place de ce plan d’expérience a été élaborée en collaboration avec François de 

Crecy (CEA Grenoble, LETI DCOS) et son interprétation, en vue des expériences de biologie, avec le 

utilisés pour les particules de base, 

nous avons choisi d’étudier cinq facteurs de composition décrivant les nanoparticules lipidiques 

10). Ces facteurs sont définis en fonction de la fraction molaire de la couronne 
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de la particule (les composants du cœur étant exclus pour l’expression des pourcentages molaires 

définis) : 

- La fraction molaire de lipide cationique, le DOTAP, par rapport à la surface de la 

particule, notée X1 ; 

- La fraction molaire de lipide fusogène, le DOPE, par 

particule, notée X2. En effet, au regard de la littérature [39], l’échappement endosomal peut s’avérer 

être un facteur limitant. C’est pourquoi nous avons choisi d’intégrer un composant favorisant cette 

étape de la distribution intracellulaire

- La fraction molaire de polymère de surface PEG par rapport à la surface de la 

particule, notée X3 ; 

- La fraction molaire de lécithine par rapport à la surface de la particule, notée X

- Un facteur qualitatif a été ajouté en intégrant la po

diamètres hydrodynamiques, noté X

fortement en fonction de la taille de la particule, exigeant d’intégrer ce type de paramètre. Ainsi, 

nous avons sélectionné trois tailles, dont la composition du cœur correspond à des particules avec un 

diamètre hydrodynamique de 30 (petite), 50 (moyenne) et 120 nm (grande). Évidemment, le 

diamètre hydrodynamique final sera différent en raison des variations dans la compositi

actif, notamment en polymère PEG.

Par ailleurs, quatre paramètres de sortie ont été évalués pour définir le modèle. Afin 

d’optimiser le temps de travail sur ce type de variable biologique, les réponses sont étudiées les unes 

après les autres : chaque formulation ne satisfaisant pas les critères demandés pour une réponse 

donnée est exclue pour l’étude des réponses suivantes.

 

Figure III-10. Définition du plan d’expérience : 

les paramètres d’entrées sont définies en termes de pourcentage molaire par rapport à la quantité de matière 

présent dans la couronne de la particule.
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(les composants du cœur étant exclus pour l’expression des pourcentages molaires 

La fraction molaire de lipide cationique, le DOTAP, par rapport à la surface de la 

La fraction molaire de lipide fusogène, le DOPE, par rapport à la surface de la 

. En effet, au regard de la littérature [39], l’échappement endosomal peut s’avérer 

être un facteur limitant. C’est pourquoi nous avons choisi d’intégrer un composant favorisant cette 

ntracellulaire ; 

La fraction molaire de polymère de surface PEG par rapport à la surface de la 

La fraction molaire de lécithine par rapport à la surface de la particule, notée X

Un facteur qualitatif a été ajouté en intégrant la possibilité de choisir entre plusieurs 

diamètres hydrodynamiques, noté X5. Il a été défini auparavant que la surface disponible variait 

fortement en fonction de la taille de la particule, exigeant d’intégrer ce type de paramètre. Ainsi, 

é trois tailles, dont la composition du cœur correspond à des particules avec un 

diamètre hydrodynamique de 30 (petite), 50 (moyenne) et 120 nm (grande). Évidemment, le 

diamètre hydrodynamique final sera différent en raison des variations dans la compositi

actif, notamment en polymère PEG. 

Par ailleurs, quatre paramètres de sortie ont été évalués pour définir le modèle. Afin 

d’optimiser le temps de travail sur ce type de variable biologique, les réponses sont étudiées les unes 

chaque formulation ne satisfaisant pas les critères demandés pour une réponse 

donnée est exclue pour l’étude des réponses suivantes. 

10. Définition du plan d’expérience : Établissement des paramètres d’étude. Les bornes définies pour 

amètres d’entrées sont définies en termes de pourcentage molaire par rapport à la quantité de matière 

présent dans la couronne de la particule. 
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(les composants du cœur étant exclus pour l’expression des pourcentages molaires 

La fraction molaire de lipide cationique, le DOTAP, par rapport à la surface de la 

rapport à la surface de la 

. En effet, au regard de la littérature [39], l’échappement endosomal peut s’avérer 

être un facteur limitant. C’est pourquoi nous avons choisi d’intégrer un composant favorisant cette 

La fraction molaire de polymère de surface PEG par rapport à la surface de la 

La fraction molaire de lécithine par rapport à la surface de la particule, notée X4 ; 

ssibilité de choisir entre plusieurs 

. Il a été défini auparavant que la surface disponible variait 

fortement en fonction de la taille de la particule, exigeant d’intégrer ce type de paramètre. Ainsi, 

é trois tailles, dont la composition du cœur correspond à des particules avec un 

diamètre hydrodynamique de 30 (petite), 50 (moyenne) et 120 nm (grande). Évidemment, le 

diamètre hydrodynamique final sera différent en raison des variations dans la composition en tensio-

Par ailleurs, quatre paramètres de sortie ont été évalués pour définir le modèle. Afin 

d’optimiser le temps de travail sur ce type de variable biologique, les réponses sont étudiées les unes 

chaque formulation ne satisfaisant pas les critères demandés pour une réponse 

 

Établissement des paramètres d’étude. Les bornes définies pour 

amètres d’entrées sont définies en termes de pourcentage molaire par rapport à la quantité de matière 
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Un plan d’expérience nécessite des réponses quantitatives excluant les réponses binaires. 

Ainsi, pour définir la stabilité physique des particules, l’indice de polydispersité (Y1) a été utilisé 

suivant la règle suivante : plus une population est monodisperse, plus elle sera stable, étant moins 

encline au mûrissement d’Ostwald [40]. De plus, pour une étude sur la transfection de siARN, les 

nanoparticules doivent maintenir leur intégrité dans les milieux de culture afin de leur laisser le 

temps d’être internalisées. Dès lors, la stabilité dans le milieu de culture complet, supplémenté en 

sérum de veau fœtal, utilisé pour la transfection doit être assurée pendant plusieurs heures (Y2). La 

réponse Y2 a été étudiée par diffusion de la lumière (voir protocole page 136) suite à l’observation de 

l’évolution du diamètre hydrodynamique. Enfin, le paramètre primordial de cette étude, la faculté de 

la particule à transfecter un siARN, et induire une inhibition fonctionnelle, doit être mesurée. Dans ce 

but, deux lignées cellulaires ont été étudiées, s’appuyant pour les deux cas sur un modèle sur-

exprimant la GFP (voir protocole page 140). D’autres réponses non-intégrées dans le plan 

d’expérience ont été relevées afin de favoriser l’interprétation, notamment le diamètre 

hydrodynamique final des particules formulées. La définition complète du plan d’expérience est 

résumée dans la figure III-10. 

 

2.3.3. Optimisation du plan d’expérience 

Hormis le lipide fusogène qui n’a pas été testé dans les expériences préliminaires, chacun 

des constituants de la particule, intégré dans les paramètres d’entrée, a été défini pour avoir une 

influence sur le comportement physico-chimique de la particule et/ou la faculté de se complexer et 

de transfecter les siARN. De plus, l’interaction des différents constituants entre eux peut également 

conduire à des effets importants [33, 41]. Les plans d’expérience factoriels complets sont propices à 

l’étude de tels systèmes complexes, mais nécessitent la réalisation d’un grand nombre d’essais 

expérimentaux [42]. L’utilisation d’un plan « D-optimal » autorise une réduction de ce nombre en 

permettant d’imposer des contraintes souhaitées sur les différents facteurs de composition [42], ceci 

en maintenant une valeur informative importante (Figure III-11). 

Ainsi, le principe est de pouvoir modéliser le comportement des particules à travers les 

relations liant les réponses Yi aux facteurs de composition Xi. Pour permettre d’établir un modèle, 

une hypothèse est émise définissant des mélanges avec effets principaux pour lesquels les 

interactions de premier et second ordre sont considérées alors que les interactions d’ordre supérieur 

sont négligées. Dès lors, les réponses Yi s’expriment sous la forme suivante : 
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Avec l’expertise développée sur les LNP ces dernières années, en complément des 

conclusions issues des expérimentations préliminaires, des contraintes sont imposées sur les 

de composition afin de réduire le domaine d’étude. Par cette démarche, 36 essais expérimentaux ont 

été sélectionnés dont les composants sont inclus dans les bornes prédéfinies. Parmi ces essais 

expérimentaux, trois ont été répété

supérieur à 0,9 démontrant une probabilité plus importante de répondre aux critères de réponse 

désiré. Ainsi, la reproductibilité de ces essais peut fournir des informations supplémentaires sur la 

robustesse de cette approche. 

 

Figure III-11. Différence entre un plan d’expérience factoriel complet et un plan d’expérience «

l’établissement de contraintes permet de diminuer le nombre d’essais expérimentaux nécessaires pour valider 

un modèle. 

 

2.3.4. Modélisation des différentes réponses obtenues

2.3.4.1. Interprétation de la réponse quantitative en polydispersité

Des essais expérimentaux ont permis de modéliser les différentes réponses. De cette façon, 

le diamètre hydrodynamique post
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Avec l’expertise développée sur les LNP ces dernières années, en complément des 

conclusions issues des expérimentations préliminaires, des contraintes sont imposées sur les 

de composition afin de réduire le domaine d’étude. Par cette démarche, 36 essais expérimentaux ont 

été sélectionnés dont les composants sont inclus dans les bornes prédéfinies. Parmi ces essais 

rimentaux, trois ont été répétés pour les formulations possédant des poids statistiques 

supérieur à 0,9 démontrant une probabilité plus importante de répondre aux critères de réponse 

désiré. Ainsi, la reproductibilité de ces essais peut fournir des informations supplémentaires sur la 

11. Différence entre un plan d’expérience factoriel complet et un plan d’expérience «

l’établissement de contraintes permet de diminuer le nombre d’essais expérimentaux nécessaires pour valider 

des différentes réponses obtenues 

Interprétation de la réponse quantitative en polydispersité

Des essais expérimentaux ont permis de modéliser les différentes réponses. De cette façon, 

le diamètre hydrodynamique post-formulation a été défini mathématiquement pour être le seul 
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Avec l’expertise développée sur les LNP ces dernières années, en complément des 

conclusions issues des expérimentations préliminaires, des contraintes sont imposées sur les facteurs 

de composition afin de réduire le domaine d’étude. Par cette démarche, 36 essais expérimentaux ont 

été sélectionnés dont les composants sont inclus dans les bornes prédéfinies. Parmi ces essais 

tions possédant des poids statistiques 

supérieur à 0,9 démontrant une probabilité plus importante de répondre aux critères de réponse 

désiré. Ainsi, la reproductibilité de ces essais peut fournir des informations supplémentaires sur la 

 

11. Différence entre un plan d’expérience factoriel complet et un plan d’expérience « D-optimal » : 

l’établissement de contraintes permet de diminuer le nombre d’essais expérimentaux nécessaires pour valider 

Interprétation de la réponse quantitative en polydispersité 

Des essais expérimentaux ont permis de modéliser les différentes réponses. De cette façon, 

ent pour être le seul 
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facteur d’influence sur l’établissement du PDI. Évidemment, les différents composants de la 

membrane des particules, exerçant une action tensio

hydrodynamique de la particule, tout comme le 

diamètre hydrodynamique post

s’affirme comme prédominant pour l’établissement du PDI. L’équation du modèle de PDI est décrite 

dans la figure III-12 : ce modèle présente un coefficient de régression élevé (R² = 0,91) et une fiabilité 

confirmée par la proximité des coefficients de détermination R² et R² ajusté [43]. La valeur du R² peut 

s’interpréter comme la part de dispersion autour de la moyenne de la variabl

 

Figure III-12. Modèle de la stabilité colloïdale des particules : 

leur diamètre hydrodynamique. Sur la courbe de gauche est représenté le PDI expérimental par rapport au PDI 

prédit. Sur la courbe de droite est représenté l’évolution du PDI en fonction du diamètre hydrodynamique de la 

particule – les carrés rouges représentent les valeurs expérimentales tandis que les ronds blancs représentent 

les valeurs prédites. La ligne pointillée définie

comme polydisperses. Analyse par DLS (Malvern).

 

La figure III-12 montre le diagramme de corrélation entre PDI prédits par le modèle et PDI 

mesurés expérimentalement. Une corrélation élevé

expérimentales, attestant de la robustesse et de la validité des conclusions observées. Pour obtenir 
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facteur d’influence sur l’établissement du PDI. Évidemment, les différents composants de la 

membrane des particules, exerçant une action tensio-active, influent sur le diamètre 

hydrodynamique de la particule, tout comme le rapport cœur/couronne. Toutefois, en dehors du 

diamètre hydrodynamique post-formulation, aucun des différents paramètres de composition ne 

s’affirme comme prédominant pour l’établissement du PDI. L’équation du modèle de PDI est décrite 

le présente un coefficient de régression élevé (R² = 0,91) et une fiabilité 

confirmée par la proximité des coefficients de détermination R² et R² ajusté [43]. La valeur du R² peut 

s’interpréter comme la part de dispersion autour de la moyenne de la variable dépendante.

12. Modèle de la stabilité colloïdale des particules : dans notre étude, le PDI des particules est lié à 

leur diamètre hydrodynamique. Sur la courbe de gauche est représenté le PDI expérimental par rapport au PDI 

courbe de droite est représenté l’évolution du PDI en fonction du diamètre hydrodynamique de la 

les carrés rouges représentent les valeurs expérimentales tandis que les ronds blancs représentent 

les valeurs prédites. La ligne pointillée définie le seuil de PDI au-dessus duquel les formulations sont considérées 

comme polydisperses. Analyse par DLS (Malvern). 

12 montre le diagramme de corrélation entre PDI prédits par le modèle et PDI 

mesurés expérimentalement. Une corrélation élevée est observée entre le modèle et les données 

expérimentales, attestant de la robustesse et de la validité des conclusions observées. Pour obtenir 
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facteur d’influence sur l’établissement du PDI. Évidemment, les différents composants de la 

active, influent sur le diamètre 

r/couronne. Toutefois, en dehors du 

formulation, aucun des différents paramètres de composition ne 

s’affirme comme prédominant pour l’établissement du PDI. L’équation du modèle de PDI est décrite 

le présente un coefficient de régression élevé (R² = 0,91) et une fiabilité 

confirmée par la proximité des coefficients de détermination R² et R² ajusté [43]. La valeur du R² peut 

e dépendante. 

 

dans notre étude, le PDI des particules est lié à 

leur diamètre hydrodynamique. Sur la courbe de gauche est représenté le PDI expérimental par rapport au PDI 

courbe de droite est représenté l’évolution du PDI en fonction du diamètre hydrodynamique de la 

les carrés rouges représentent les valeurs expérimentales tandis que les ronds blancs représentent 

dessus duquel les formulations sont considérées 

12 montre le diagramme de corrélation entre PDI prédits par le modèle et PDI 

e est observée entre le modèle et les données 

expérimentales, attestant de la robustesse et de la validité des conclusions observées. Pour obtenir 
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une population considérée comme monodisperse, un seuil pour les valeurs du PDI est fixé à 0,2 

d’après les critères fournis par Malvern. Au-delà de cette valeur, les nanoparticules seront définies 

avec une polydispersité en termes de taille. Une tendance est déterminée quant à l’évolution du PDI 

en fonction du diamètre hydrodynamique mesuré post-formulation (Figure III-12) : les particules 

possédant un diamètre hydrodynamique entre 40 et 160 nm présentent des populations de 

nanoparticule lipidique monodisperses. Pour un diamètre hydrodynamique inférieur à 40 nm, ou 

supérieur à 160 nm, les valeurs du PDI, prédites et expérimentales, sont supérieures à 0,2 

démontrant un caractère polydisperse des formulations. 

 

La modification des concentrations en tensio-actifs apporte une difficulté pour la prédiction 

des diamètres hydrodynamiques post-formulation, et ainsi pour respecter les bornes définies. 

Cependant, une démarche mathématique favorise l’accessibilité de telles données, de telle sorte que 

la composition d’une particule peut être identifiée en fonction du diamètre hydrodynamique post-

formulation désirée. 

 

2.3.4.2. Interprétation de la réponse quantitative pour la stabilité dans les milieux 

Comme mentionné précédemment, les formulations ne répondant pas aux critères « PDI » 

établis, à savoir un PDI inférieur ou égal à 0,2, n’ont pas été sélectionnées pour l’évaluation des 

autres réponses biologiques. Ainsi, sur les 36 essais expérimentaux de départ, seulement 22 ont été 

testés en termes de stabilité dans les milieux de culture. Toutefois, un modèle a pu être établi au 

regard des résultats obtenus, et seulement deux facteurs sont décrits comme prédominant dans la 

détermination de la stabilité dans les milieux de culture : le pourcentage molaire en polymère PEG 

dans la couronne (X3) et le diamètre hydrodynamique post-formulation, comme pour le modèle du 

PDI (Figure III-13). 

La stabilité dans les milieux de culture a été définie d’après l’évolution du diamètre 

hydrodynamique après incubation des nanoparticules pendant 3 heures, 6 heures, 24 heures et 

immédiatement après l’incorporation des particules dans le milieu de culture. Ainsi, deux zones sont 

isolées en fonction de ces deux paramètres : une zone dont les caractéristiques permettent d’obtenir 

des particules stables dans les milieux pendant au minimum 6 heures (zone verte en bas à droite du 

graphique) et une zone présentant une stabilité limitée, au mieux, à 3 heures (zone rouge en haut à 

gauche du graphique) (Figure III-13). Un modèle peut alors être identifié : des particules possédant 

une taille supérieure à 100 nm avec une faible concentration en polymère PEG (< 40% de la 

couronne) montrent des risques d’instabilité dans les milieux de culture complets. À l’inverse, quelle 
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que soit leur taille (entre 40 et 160 nm prédéfini par le PDI), les particules montrent une stabilité 

élevée si elles possèdent une concentration en PEG 

une diminution du pourcentage de polymère PEG peut être effectuée, sans altérer la stabilité des 

particules dans les milieux de culture complets, si les particules présentent un diamètre 

hydrodynamique post-formulation inférieur à 100 nm.

L’équation permettant de définir la stabilité des nanoparticules dans les milieux complets a 

pu être établie suite à cette interprétation. Ainsi, la particule possède des caractéristiques 

permettant d’être positionnée dans l

400X3 – S > 10 (S étant le diamètre hydrodynamique mesuré post

 

Figure III-13. Modèle de la stabilité des particules dans un milieu de culture complet : 

milieu complet, supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal, dépend de deux facteurs

molaire en polymère PEG dans la couronne de la particule et le diamètre hydrodynamique final de la particule. 

Les nanoparticules ont été mises 

l’évolution de la taille a permis de déterminer des temps de stabilité. Le temps de stabilité est matérialisé par 

différentes couleurs – magenta pour une instabilité directe

de stabilité ; rouge pour 24 heures de stabilité. Deux zones dites «

en évidence à postériori, et séparées par une ligne pointillée. Analyse par DLS (Malvern).

 

Cependant, les tests préliminaires ont mis en exergue que la concentration en PEG influait 

sur l’efficacité de transfection, ceci probablement due à un encombrement stérique élevé pouvant 

nuire à la complexation et/ou à la transfection. La zone de stabilité à privilég

tailles inférieures à 100 nm, avec une concentration molaire en polymère PEG dans la couronne 

comprise entre 20 et 50%. 
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que soit leur taille (entre 40 et 160 nm prédéfini par le PDI), les particules montrent une stabilité 

élevée si elles possèdent une concentration en PEG suffisante (> 40% de la couronne). Par ailleurs, 

une diminution du pourcentage de polymère PEG peut être effectuée, sans altérer la stabilité des 

particules dans les milieux de culture complets, si les particules présentent un diamètre 

formulation inférieur à 100 nm. 

L’équation permettant de définir la stabilité des nanoparticules dans les milieux complets a 

pu être établie suite à cette interprétation. Ainsi, la particule possède des caractéristiques 

permettant d’être positionnée dans la « zone de stabilité » si la condition suivante est respectée

S > 10 (S étant le diamètre hydrodynamique mesuré post-formulation). 

13. Modèle de la stabilité des particules dans un milieu de culture complet : 

milieu complet, supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal, dépend de deux facteurs

molaire en polymère PEG dans la couronne de la particule et le diamètre hydrodynamique final de la particule. 

dans du milieu de culture utilisé pour les expériences de transfection et 

l’évolution de la taille a permis de déterminer des temps de stabilité. Le temps de stabilité est matérialisé par 

magenta pour une instabilité directe ; vert pour 3 heures de stabilité

; rouge pour 24 heures de stabilité. Deux zones dites « d’instabilité » et « de stabilité

en évidence à postériori, et séparées par une ligne pointillée. Analyse par DLS (Malvern). 

es tests préliminaires ont mis en exergue que la concentration en PEG influait 

sur l’efficacité de transfection, ceci probablement due à un encombrement stérique élevé pouvant 

nuire à la complexation et/ou à la transfection. La zone de stabilité à privilégier semble exiger des 

tailles inférieures à 100 nm, avec une concentration molaire en polymère PEG dans la couronne 
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que soit leur taille (entre 40 et 160 nm prédéfini par le PDI), les particules montrent une stabilité 

suffisante (> 40% de la couronne). Par ailleurs, 

une diminution du pourcentage de polymère PEG peut être effectuée, sans altérer la stabilité des 

particules dans les milieux de culture complets, si les particules présentent un diamètre 

L’équation permettant de définir la stabilité des nanoparticules dans les milieux complets a 

pu être établie suite à cette interprétation. Ainsi, la particule possède des caractéristiques 

la condition suivante est respectée : 

 

 

13. Modèle de la stabilité des particules dans un milieu de culture complet : la stabilité dans un 

milieu complet, supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal, dépend de deux facteurs : le pourcentage 

molaire en polymère PEG dans la couronne de la particule et le diamètre hydrodynamique final de la particule. 

eu de culture utilisé pour les expériences de transfection et 

l’évolution de la taille a permis de déterminer des temps de stabilité. Le temps de stabilité est matérialisé par 

de stabilité ; bleu pour 6 heures 

de stabilité » ont été mis 

 

es tests préliminaires ont mis en exergue que la concentration en PEG influait 

sur l’efficacité de transfection, ceci probablement due à un encombrement stérique élevé pouvant 

ier semble exiger des 

tailles inférieures à 100 nm, avec une concentration molaire en polymère PEG dans la couronne 
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2.3.4.3. Interprétation de la réponse quantitative pour l’efficacité d’inhibition 

fonctionnelle 

Les premières réponses expl

particule, et en particulier à sa stabilité colloïdale dans diverses conditions. La faculté de transfecter 

des siARN actifs et d’induire une inhibition post

notre étude. Ainsi, différentes formulations de particule ayant répondu aux critères précédents, soit 

14 essais, ont été testées pour la transfection de siARN fonctionnels sur deux lignées cellulaires sur

exprimant la protéine GFP (voir le protocole

Figure III-14. Modèle de l’efficacité de transfection fonctionnelle sur les cellules Hela

transfection fonctionnelle sur Hela-

DOTAP et de lécithine dans la couronne de la particule. La fluorescence des cellules a été analysée après 72 

heures de transfection de siGFP en utilisant les divers essais expérimentaux issus du plan d’expérience comme 

vecteur. Le tableau (A) présente l’équation du modèle tand

transfection expérimentales en fonction des prédictions mathématiques. Les graphiques montrent la 

représentation tridimensionnelle de l’efficacité de transfection expérimentale en fonction des deux paramèt

influents (D) et la même représentation en deux dimensions (C). Pour cette dernière, un code couleur matérialise 

les efficacités de transfection fonctionnelle des plus basses (rouge

Les points rouge et bleu représentent respectivement les formulations cLNPa et cLNPb. Analyse de l’inhibition 

fonctionnelle par cytométrie en flux (FACS BS LSRII).
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Les premières réponses explorées correspondent d’avantage à la physico

particule, et en particulier à sa stabilité colloïdale dans diverses conditions. La faculté de transfecter 

des siARN actifs et d’induire une inhibition post-transcriptionnelle représente l’aspect maj

notre étude. Ainsi, différentes formulations de particule ayant répondu aux critères précédents, soit 

14 essais, ont été testées pour la transfection de siARN fonctionnels sur deux lignées cellulaires sur

exprimant la protéine GFP (voir le protocole page 145).  

14. Modèle de l’efficacité de transfection fonctionnelle sur les cellules Hela

-GFP dépend de deux facteurs prédominants : les pourcentages molaires de 

dans la couronne de la particule. La fluorescence des cellules a été analysée après 72 

heures de transfection de siGFP en utilisant les divers essais expérimentaux issus du plan d’expérience comme 

vecteur. Le tableau (A) présente l’équation du modèle tandis que la courbe (B) représente les efficacités de 

transfection expérimentales en fonction des prédictions mathématiques. Les graphiques montrent la 

représentation tridimensionnelle de l’efficacité de transfection expérimentale en fonction des deux paramèt

influents (D) et la même représentation en deux dimensions (C). Pour cette dernière, un code couleur matérialise 

les efficacités de transfection fonctionnelle des plus basses (rouge-orange) vers les plus hautes (jaune

eprésentent respectivement les formulations cLNPa et cLNPb. Analyse de l’inhibition 

fonctionnelle par cytométrie en flux (FACS BS LSRII). 
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Interprétation de la réponse quantitative pour l’efficacité d’inhibition 
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particule, et en particulier à sa stabilité colloïdale dans diverses conditions. La faculté de transfecter 

transcriptionnelle représente l’aspect majeur de 

notre étude. Ainsi, différentes formulations de particule ayant répondu aux critères précédents, soit 

14 essais, ont été testées pour la transfection de siARN fonctionnels sur deux lignées cellulaires sur-

 

14. Modèle de l’efficacité de transfection fonctionnelle sur les cellules Hela-GFP : l’efficacité de 

: les pourcentages molaires de 

dans la couronne de la particule. La fluorescence des cellules a été analysée après 72 

heures de transfection de siGFP en utilisant les divers essais expérimentaux issus du plan d’expérience comme 

is que la courbe (B) représente les efficacités de 

transfection expérimentales en fonction des prédictions mathématiques. Les graphiques montrent la 

représentation tridimensionnelle de l’efficacité de transfection expérimentale en fonction des deux paramètres 

influents (D) et la même représentation en deux dimensions (C). Pour cette dernière, un code couleur matérialise 

orange) vers les plus hautes (jaune-blanc). 

eprésentent respectivement les formulations cLNPa et cLNPb. Analyse de l’inhibition 
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Comme pour les tests préliminaires, un rapport molaire N/P égal à 4/1 a été choisi afin de 

transporter des siGFP et d’étudier l’inhibition de l’expression de la protéine GFP. Pour la première 

réponse cellulaire Y3, l’intensité de fluorescence des cellules Hela-GFP a été analysée 72 heures après 

transfection de siGFP avec les différentes formulations de nanoparticules issues du plan d’expérience 

(Figure III-14). L’équation du modèle pour cette expérience a été définie figure III-14. Concernant le 

modèle sur la lignée cellulaire Hela-GFP, le diagramme entre les données expérimentales et 

prédictives (B) démontre une corrélation élevée assurant la robustesse du modèle (R² = 0.99) (Figure 

III-14). Dans ce modèle, deux paramètres sont définis comme prédominant pour l’efficacité 

d’inhibition fonctionnelle : les pourcentages molaires en DOTAP (X1) et en lécithine (X4) dans la 

couronne de la particule. Ainsi, il peut être mis en évidence que l’efficacité d’inhibition fonctionnelle 

sur cette lignée est d’autant plus élevée que le pourcentage de DOTAP dans la couronne est fort 

(transition visible entre les zones orange claire et blanche, pour un pourcentage en lécithine le plus 

faible). Surtout, le pourcentage molaire en lécithine dans la couronne nécessite d’être le plus faible 

possible pour assurer une inhibition fonctionnelle élevée (transition visible entre les zones rouge 

foncée et blanche, pour un pourcentage en DOTAP le plus élevé). Ainsi, pour se situer dans la zone 

d’efficacité optimale, il est nécessaire d’avoir les critères suivants : 

- Pourcentage molaire en DOTAP dans la couronne > 40% ; 

- Pourcentage molaire en lécithine dans la couronne < 10%. 

 

 

Afin de conforter ce modèle mathématique sur l’inhibition fonctionnelle, une autre lignée 

cellulaire, avec les cellules PC3-GFP, a été analysée pour la même expérience (Figure III-15). Pour ce 

cas particulier, il apparait qu’en plus des deux paramètres précédemment établis comme 

prédominant pour l’efficacité d’inhibition fonctionnelle (X1 et X4), le pourcentage molaire en 

polymère PEG (X3) joue également un rôle (Figure III-15). Ce modèle présente également une 

robustesse élevée assurée par un coefficient de corrélation supérieur à 0,9 (R² = 0,93). 

Mathématiquement, il peut être défini qu’une efficacité de transfection fonctionnelle élevée sur 

cette lignée nécessite : 

- Un pourcentage molaire en DOTAP dans la couronne élevée (40 < X1< 60) ; 

- Un pourcentage molaire en lécithine dans la couronne faible (6 < X4< 15) ; 

- Un pourcentage molaire en PEG dans la couronne faible (20 < X3< 50). 
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En effet, ce sont les ordres de grandeur permettant, en fonction des trois variables 

d’entrée, d’obtenir des particules dans la zone verte en forme de cœur (Figure III

les plus hautes efficacités de transfection fonctionnelle.

De manière générale, 

conclusions sont apportées pour les

pourcentage molaire en PEG dans la couronne des particules, était attendue au regard des 

expériences préliminaires décrites précédemment.

 

Figure III-15. Modèle de l’efficacité de transfec

transfection fonctionnelle sur PC3-GFP dépend de trois facteurs prédominants

DOTAP, de lécithine et de polymère PEG dans la couronne des particules. La fluorescence des cellules a été 

analysée après 72 heures de transfection de siGFP en utilisant les divers essais expérimentaux issus du plan 

d’expérience comme vecteur. Le tableau présent

les efficacités de transfection expérimentales en fonction des prédictions mathématiques. Le graphique en bas à 

droite montre la représentation tridimensionnelle de l’efficacité de transfection e

influents. Un code couleur matérialise les efficacités de transfection fonctionnelle des plus basses (rouge) vers 

les plus hautes (bleu-vert). Les points rouge et bleu représentent respectivement les formulations cLNPa et 

cLNPb. Analyse de l’inhibition fonctionnelle par cytométrie en flux (FACS BS LSRII).
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En effet, ce sont les ordres de grandeur permettant, en fonction des trois variables 

des particules dans la zone verte en forme de cœur (Figure III

les plus hautes efficacités de transfection fonctionnelle. 

De manière générale, par rapport au modèle avec les cellules Hela

conclusions sont apportées pour les deux premiers paramètres. L’issue révélée en plus, concernant le 

pourcentage molaire en PEG dans la couronne des particules, était attendue au regard des 

expériences préliminaires décrites précédemment. 

15. Modèle de l’efficacité de transfection fonctionnelle sur les cellules PC3

GFP dépend de trois facteurs prédominants : les pourcentages molaires de 

de lécithine et de polymère PEG dans la couronne des particules. La fluorescence des cellules a été 

analysée après 72 heures de transfection de siGFP en utilisant les divers essais expérimentaux issus du plan 

d’expérience comme vecteur. Le tableau présente l’équation du modèle. La courbe en bas à gauche représente 

les efficacités de transfection expérimentales en fonction des prédictions mathématiques. Le graphique en bas à 

droite montre la représentation tridimensionnelle de l’efficacité de transfection en fonction des trois paramètres 

influents. Un code couleur matérialise les efficacités de transfection fonctionnelle des plus basses (rouge) vers 

vert). Les points rouge et bleu représentent respectivement les formulations cLNPa et 

NPb. Analyse de l’inhibition fonctionnelle par cytométrie en flux (FACS BS LSRII). 
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En effet, ce sont les ordres de grandeur permettant, en fonction des trois variables 

des particules dans la zone verte en forme de cœur (Figure III-15) représentant 

au modèle avec les cellules Hela-GFP, les mêmes 

deux premiers paramètres. L’issue révélée en plus, concernant le 

pourcentage molaire en PEG dans la couronne des particules, était attendue au regard des 
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2.3.4.4. Bilan du plan d’expérience 

Lors de l’utilisation de cette approche mathématique, l’objectif défini était d’optimiser des 

formulations nanoparticulaires à partir des LNP pour la transfection de siARN, en réduisant le 

nombre d’expérience à effectuer. Par une démarche empirique, une telle étude avec cinq variables 

d’entrée, et une répétition des échantillons en trois fois pour assurer la robustesse, aurait exigé 35 = 

243 formulations. En comparaison, par la rationalisation des résultats obtenus, la démarche 

mathématique n’a nécessité que 36 formulations pour définir une composition optimisée, avec des 

bornes restreintes pour les différents composants. De plus, l’interaction entre les différents facteurs 

a été prise en compte apportant une conclusion plus aboutie et raisonnée. Ainsi, alors que le 

pourcentage molaire dans la couronne de DOTAP nécessite d’être élevé (> 40%), les pourcentages 

molaires dans la couronne de lécithine et de polymère PEG doivent être réduits en conséquence.  

En effet, la composition en polymère PEG semble être prépondérante dans l’établissement 

de la stabilité colloïdale des particules. Ainsi, une balance doit être trouvée pour obtenir une 

concentration suffisante afin de permettre une stabilité élevée, mais une concentration relativement 

faible pour éviter les risques d’encombrement stérique néfastes à la complexation. Par ailleurs, le 

diamètre hydrodynamique post-formulation est également impliqué dans les réponses concernant la 

stabilité des particules : des formulations possédant une taille comprise entre 40 et 100 nm semblent 

offrir une stabilité plus élevée. Dès lors, des particules avec une taille d’origine de 30 à 50 nm 

représentent une meilleure base de travail pour cette application, la réduction de la quantité de 

polymère augmentant la taille des particules in fine. Les autres composants de la particule 

démontrent une importance plus élevée pour l’efficacité de transfection de siARN fonctionnels. Une 

inhibition importante de l’expression du gène ciblé exige un pourcentage molaire de la couronne 

supérieur à 40% pour le lipide cationique de type DOTAP. Cette augmentation du taux de DOTAP se 

fait au dépend de polymère PEG, mais surtout de la lécithine dont les faibles proportions semblent 

favoriser l’efficacité de transfection fonctionnelle. Cette étude permet également de conclure 

mathématiquement que le lipide fusogène, le DOPE, ne démontre pas un impact significatif pour 

l’amélioration de la transfection fonctionnelle. Dès lors, si la présence de DOPE ne semble pas 

intervenir pour cette réponse, il semble raisonnable d’émettre l’hypothèse que l’échappement 

endosomal est favorisé par l’utilisation du DOTAP. 

En complément de ces différentes conclusions, l’approche mathématique a permis d’isoler 

différentes formulations de particule répondant aux critères exigés dans les différents modèles. 

Ainsi, nous avons choisi la composition particulaire présentant la désirabilité la plus élevée (= 0,91), 

cLNPa, afin de poursuivre notre étude (tableau III-4). Une fois intégrée aux conclusions sur les 

variables de sortie Y3 et Y4, cLNPa (point rouge sur les figures III-14 et III-15) se situe dans les zones 



Chapitre III. Conception de nanoparticules lipidiques cationiques en vue de transfecter des 
siARN 

180 
 

les plus propices à une efficacité optimale. En perspective de nouvelles modifications de surface des 

particules par greffage de divers ligands, nous avons pris le parti de conserver une autre formulation 

utilisée lors des essais expérimentaux, cLNPb. En effet, au regard des compétences acquises dans nos 

laboratoires, le greffage sur des particules, dont le diamètre hydrodynamique est supérieur ou égal à 

80 nm, est facilitée. cLNPb ayant démontré des résultats satisfaisants à travers les différents modèles 

(point bleu dans les figures III-14 et III-15), cette particule peut représenter une alternative 

intéressante selon les applications souhaitées. 

 

Nom 
% molaire 

DOTAP 

% molaire 

DOPE 

% molaire  

PEG 

% molaire 

Lécithine 
Taille de base 

cLNPa 60,6 % 06,9 % 26,5 % 06,0 % 30 nm 

cLNPb 47,4 % 00,0 % 46,6 % 06,0 % 50 nm 

Tableau III-4. Résultat de l’optimisation par de la formulation de nanoparticules lipidiques cationiques pour 

la transfection : Ces pourcentages molaires représentent la quantité de matière de chaque composant par 

rapport à la quantité de matière totale dans la couronne (le cœur n’est pas pris en considération). Alors que 

cLNPa est issue de la conclusion mathématique du plan d’expérience, cLNPb représente une particule testée 

durant les essais expérimentaux. 

 

En complément de la sélection de ces deux formulations de nanoparticule sujettes à un 

dépôt de brevet [44], nous avons souhaité savoir si le plan d’expérience pouvait permettre de 

déterminer mathématiquement une composition de particules possédant un diamètre 

hydrodynamique semblable à celui de cLNPb. En effet, lors de cette approche, les formulations de 

particules isolées, avec un fort indice de désirabilité (> 0.9), étaient uniquement issues de 

modifications sur des particules ayant un diamètre hydrodynamique de base de 30 nm, offrant une 

taille post-formulation inférieure à 50 nm. Cependant, les modèles définis permettent une approche 

plus précise, avec une proposition des compositions théoriques répondant spécifiquement aux 

caractéristiques finales souhaitées (Figure III-16). Ainsi, deux nouvelles formulations ont été 

proposées, permettant mathématiquement une composition en adéquation avec les zones les plus 

susceptibles d’autoriser  une efficacité d’inhibition fonctionnelle dans les modèles Hela-GFP (Y3) et 

PC3-GFP (Y4). 
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Figure III-16. Principe de l’optimisation mathématique des formulations :

d’affiner la recherche de la formulation idéale et de proposer une composition en adéquation avec les critères 

proposés et les réponses obtenues. 

 

Cependant, ces deux formulations optimisées proposées n’ont pas permis une amélioration 

des réponses dans les modèles Y

en corrélation avec la prédiction mathématique. Cette information tend à prouver que no

d’expérience est perfectible, notamment en augmentant le nombre d’essais expérimentaux pour 

optimiser la limite des zones d’efficacité les plus élevées. En effet, en supprimant un certain nombre 

de formulation après chaque modèle, les réponses Y

formulations. En dépit d’un coefficient de corrélation suffisamment fort pour émettre des 

conclusions, notamment pour les particules issues d’une taille de base de 30 nm représentant la 

majorité des essais restants, une 

la robustesse de cette démarche.
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ipe de l’optimisation mathématique des formulations : Chaque paramètre de sortie permet 

d’affiner la recherche de la formulation idéale et de proposer une composition en adéquation avec les critères 

 

formulations optimisées proposées n’ont pas permis une amélioration 

des réponses dans les modèles Y3 et Y4 par rapport à cLNPb, les essais expérimentaux n’ayant pas été 

en corrélation avec la prédiction mathématique. Cette information tend à prouver que no

d’expérience est perfectible, notamment en augmentant le nombre d’essais expérimentaux pour 

optimiser la limite des zones d’efficacité les plus élevées. En effet, en supprimant un certain nombre 

de formulation après chaque modèle, les réponses Y3 et Y4 n’ont été suivies que pour 14 

formulations. En dépit d’un coefficient de corrélation suffisamment fort pour émettre des 

conclusions, notamment pour les particules issues d’une taille de base de 30 nm représentant la 

majorité des essais restants, une augmentation du nombre de formulation à tester pourrait accroître 

la robustesse de cette démarche. 
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Chaque paramètre de sortie permet 

d’affiner la recherche de la formulation idéale et de proposer une composition en adéquation avec les critères 

formulations optimisées proposées n’ont pas permis une amélioration 

par rapport à cLNPb, les essais expérimentaux n’ayant pas été 

en corrélation avec la prédiction mathématique. Cette information tend à prouver que notre plan 

d’expérience est perfectible, notamment en augmentant le nombre d’essais expérimentaux pour 

optimiser la limite des zones d’efficacité les plus élevées. En effet, en supprimant un certain nombre 

n’ont été suivies que pour 14 

formulations. En dépit d’un coefficient de corrélation suffisamment fort pour émettre des 

conclusions, notamment pour les particules issues d’une taille de base de 30 nm représentant la 

augmentation du nombre de formulation à tester pourrait accroître 
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3. Caractérisations physico-chimiques des nanoparticules 

issues du plan d’expérience 

3.1. Caractéristiques des nanoparticules cationiques cLNPa et 

cLNPb 

Comme le plan d’expérience a pu le décrire, les caractéristiques physico-chimiques des 

nanoparticules formulées peuvent avoir un impact sur les différentes étapes permettant la 

transfection de siARN, notamment pour assurer une stabilité colloïdale élevée du vecteur. Pour 

rappel, il a été défini précédemment que les cLNP devait préférentiellement être caractérisées par un 

diamètre hydrodynamique entre 40 et 100 nm pour favoriser une stabilité de quelques heures dans 

un milieu de culture supplémenté par du sérum de veau fœtal. En outre, une description des 

populations particulaires monodisperses exige un diamètre hydrodynamique préférentiellement 

établi dans cette même gamme de taille. 

Les deux formulations choisis, cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu), répondent parfaitement à ce 

critère (Figure III-17). En effet, cLNPa est décrite par un diamètre hydrodynamique égal à 43 nm et 

est associée à un PDI de 0,16. Comme prédit par le plan d’expérience, cette formulation particulaire 

se présente sous forme monodisperse, en atteste la distribution gaussienne étroite de cette 

formulation en termes de taille (rouge). De la même façon, cLNPb présente un diamètre 

hydrodynamique d’environ 73 nm. De plus, la distribution en taille de cette formulation est associée 

à un PDI inférieur à 0,2, et ainsi à une description monodisperse. 

Par ailleurs, pour permettre une complexation rapide, les formulations de nanoparticule 

nécessitent d’exprimer une charge globale cationique. En effet, afin de favoriser l’établissement de 

liaisons électrostatiques avec les siARN chargés négativement, la présence de charges positives est 

exigée à la surface des particules. L’incorporation de DOTAP dans les formulations cLNPa et cLNPb a 

d’ailleurs permis un potentiel de surface élevé dans un tampon contenant peu de sel (NaCl 0,15 mM). 

En effet, cLNPa et cLNPb présente respectivement un potentiel zêta de +23 et +27 mV, attestant 

d’une charge globale positive de ces particules. 
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Figure III-17. Caractérisation des nanoparticules lipidiques :

recherche de la formulation idéale et de proposer une composition en adéquation avec les critères proposés et 

les réponses obtenues (n=6). Analyse par DLS (Malvern).

 

Les particules cLNPa sont basées sur une 

hydrodynamique ayant subi des modifications majeures de surface, exigées par l’optimisation 

mathématique, notamment par l’incorporation de DOTAP

polymère PEG et en lécithine. La diminut

tensio-active, provoque ainsi une augmentation de la taille de la particule (de 30 à 43 nm). Par 

ailleurs, cette diminution de la chevelure polymérique diminue les probabilités d’encombrement 

stérique à la surface des particules et favorise la reconnaissance des charges positives, apportées par 

le DOTAP, lors de la mesure du potentiel zêta. Sur le même principe, les particules cLNPb, basées sur 

une formulation de 50 nm, démontrent un diamètre hydrodyna

zêta positif par rapport aux particules neutres, ou faiblement négatives, d’origine.

 

3.2. Compréhension des particules cLNPa et cLNPb à travers leur 

composition 

La composition des nanoparticules peut fournir des informations

divers calculs et comparaisons avec les particules neutres de base. Ainsi, cLNPa, issue du plan 

d’expérience, présente des caractéristiques similaires aux particules F30 de base (F30 pour 

Chapitre III. Conception de nanoparticules lipidiques cationiques en vue de transfecter des 

17. Caractérisation des nanoparticules lipidiques : Chaque paramètre de sortie permet d’affiner la 

recherche de la formulation idéale et de proposer une composition en adéquation avec les critères proposés et 

les réponses obtenues (n=6). Analyse par DLS (Malvern). 

Les particules cLNPa sont basées sur une formulation de 30 nm de diamètre 

hydrodynamique ayant subi des modifications majeures de surface, exigées par l’optimisation 

ment par l’incorporation de DOTAP et la réduction des concentrations en 

polymère PEG et en lécithine. La diminution de la quantité de polymère PEG, exerçant une action 

active, provoque ainsi une augmentation de la taille de la particule (de 30 à 43 nm). Par 

ailleurs, cette diminution de la chevelure polymérique diminue les probabilités d’encombrement 

à la surface des particules et favorise la reconnaissance des charges positives, apportées par 

le DOTAP, lors de la mesure du potentiel zêta. Sur le même principe, les particules cLNPb, basées sur 

une formulation de 50 nm, démontrent un diamètre hydrodynamique de 73 nm avec un potentiel de 

zêta positif par rapport aux particules neutres, ou faiblement négatives, d’origine.

Compréhension des particules cLNPa et cLNPb à travers leur 

La composition des nanoparticules peut fournir des informations intéressantes à travers 

divers calculs et comparaisons avec les particules neutres de base. Ainsi, cLNPa, issue du plan 

d’expérience, présente des caractéristiques similaires aux particules F30 de base (F30 pour 
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Chaque paramètre de sortie permet d’affiner la 

recherche de la formulation idéale et de proposer une composition en adéquation avec les critères proposés et 

formulation de 30 nm de diamètre 

hydrodynamique ayant subi des modifications majeures de surface, exigées par l’optimisation 

réduction des concentrations en 

ion de la quantité de polymère PEG, exerçant une action 

active, provoque ainsi une augmentation de la taille de la particule (de 30 à 43 nm). Par 

ailleurs, cette diminution de la chevelure polymérique diminue les probabilités d’encombrement 

à la surface des particules et favorise la reconnaissance des charges positives, apportées par 

le DOTAP, lors de la mesure du potentiel zêta. Sur le même principe, les particules cLNPb, basées sur 

mique de 73 nm avec un potentiel de 

zêta positif par rapport aux particules neutres, ou faiblement négatives, d’origine. 

Compréhension des particules cLNPa et cLNPb à travers leur 

intéressantes à travers 

divers calculs et comparaisons avec les particules neutres de base. Ainsi, cLNPa, issue du plan 

d’expérience, présente des caractéristiques similaires aux particules F30 de base (F30 pour 
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« Formulation de 30 nm »), notamment pour l

couronne (Tableau III-5). En effet, dans ces deux cas, le pourcentage molaire de la particule 

composant le cœur représente 30% laissant une proportion majoritaire dans la couronne. Par 

rapport à la particule neutre F30, le pourcentage molaire de lécithine est six fois plus faible lors de la 

formulation de cLNPa. Dans le même sens, le pourcentage molaire en polymère PEG est deux fois 

plus faible pour les particules cLNPa, permettant ainsi l’obtention d’un p

DOTAP proche de 38%. 

Toutefois, pour les particules cLNPb, issues d’une formulation de particule de 50 nm 

modifiée, la comparaison de la répartition des composants démontre une structure plus proche des 

particules F80 (Tableau III-5). En effet, alors que pour une formulation F50, le pourcentage molaire 

composant le cœur représente 65% de la particule, les particules cLNPb et F80 possèdent un cœur 

représentant environ 74% de la particule totale

de « catégorie » de particule. Comparé

majeure du pourcentage de lécithine et de polymère PEG dans la particule, avec respectivement 3,6 

et 1,4 fois moins de composant, permettant d’obtenir

11,7% de DOTAP. 

 

Tableau III-5. Comparaison des fractions molaires entre les différentes particules :

petites possèdent une surface qui représente la majeure partie de la particule.

 

Ainsi, ces deux formulations cationiques démontrent les stratégies exigées par le plan 

d’expérience, à savoir une augmentation du taux de lipide cationique corrélée à une diminution du 

taux de lécithine et de polymère PEG dans la formulation.
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»), notamment pour la répartition de la composition entre le cœur et la 

5). En effet, dans ces deux cas, le pourcentage molaire de la particule 

composant le cœur représente 30% laissant une proportion majoritaire dans la couronne. Par 

ule neutre F30, le pourcentage molaire de lécithine est six fois plus faible lors de la 

formulation de cLNPa. Dans le même sens, le pourcentage molaire en polymère PEG est deux fois 

plus faible pour les particules cLNPa, permettant ainsi l’obtention d’un pourcentage molaire en 

Toutefois, pour les particules cLNPb, issues d’une formulation de particule de 50 nm 

modifiée, la comparaison de la répartition des composants démontre une structure plus proche des 

En effet, alors que pour une formulation F50, le pourcentage molaire 

composant le cœur représente 65% de la particule, les particules cLNPb et F80 possèdent un cœur 

représentant environ 74% de la particule totale ; cette formulation cationique semble donc

» de particule. Comparées aux F80, les particules cLNPb démontrent une diminution 

majeure du pourcentage de lécithine et de polymère PEG dans la particule, avec respectivement 3,6 

et 1,4 fois moins de composant, permettant d’obtenir une composition de particule comprenant 

5. Comparaison des fractions molaires entre les différentes particules : 

petites possèdent une surface qui représente la majeure partie de la particule. 

ces deux formulations cationiques démontrent les stratégies exigées par le plan 

d’expérience, à savoir une augmentation du taux de lipide cationique corrélée à une diminution du 

taux de lécithine et de polymère PEG dans la formulation. 
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a répartition de la composition entre le cœur et la 

5). En effet, dans ces deux cas, le pourcentage molaire de la particule 

composant le cœur représente 30% laissant une proportion majoritaire dans la couronne. Par 

ule neutre F30, le pourcentage molaire de lécithine est six fois plus faible lors de la 

formulation de cLNPa. Dans le même sens, le pourcentage molaire en polymère PEG est deux fois 

ourcentage molaire en 

Toutefois, pour les particules cLNPb, issues d’une formulation de particule de 50 nm 

modifiée, la comparaison de la répartition des composants démontre une structure plus proche des 

En effet, alors que pour une formulation F50, le pourcentage molaire 

composant le cœur représente 65% de la particule, les particules cLNPb et F80 possèdent un cœur 

; cette formulation cationique semble donc changer 

aux F80, les particules cLNPb démontrent une diminution 

majeure du pourcentage de lécithine et de polymère PEG dans la particule, avec respectivement 3,6 

une composition de particule comprenant 

 

 les particules les plus 

ces deux formulations cationiques démontrent les stratégies exigées par le plan 

d’expérience, à savoir une augmentation du taux de lipide cationique corrélée à une diminution du 
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Dans le cadre de notre étude, la surface disponible peut être considérée comme l’élément 

clé pour l’interaction avec les siARN à complexer. Nous avons mis en évidence une plus importante 

quantité de matière à ce niveau pour les particules les plus petites

composition de la couronne représentant 26% de la particule, le pourcentage molaire des 

composants de la surface de cLNPa constitue environ 72% de la particule. 

Cette information peut être renforcée par le calcul de la surfac

formulations de nanoparticules lipidiques cationiques, c’est

surface. Pour une masse totale et un volume final équivalent, la surface d’une seule particule, issue 

de la formulation cLNPb, est de 17203 n

la formulation cLNPa (Tableau III

cLNPa, la surface spécifique disponible avec cette formulation est 14,03 m², soit 2,46 m² plu

que pour la formulation cLNPb (Tableau III

 

Tableau III-6. Caractéristiques physico

spécifique développée par les cLNP est très importante allant jusqu’à une dizaine de m².

 

3.3. Étude de la stabilité colloïdale des cLNP

Le développement d’un vecteur implique certaines contraintes pour faciliter son emploi, 

voire même pour s’orienter vers une potentielle industrialisation. Il est logiquement plus confortable 

d’avoir un outil dont l’utilisation est possible sur plusieurs mois
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Dans le cadre de notre étude, la surface disponible peut être considérée comme l’élément 

clé pour l’interaction avec les siARN à complexer. Nous avons mis en évidence une plus importante 

quantité de matière à ce niveau pour les particules les plus petites : alors que cLNPb possède une 

composition de la couronne représentant 26% de la particule, le pourcentage molaire des 

composants de la surface de cLNPa constitue environ 72% de la particule.  

Cette information peut être renforcée par le calcul de la surfac

formulations de nanoparticules lipidiques cationiques, c’est-à-dire de la superficie réelle de la 

surface. Pour une masse totale et un volume final équivalent, la surface d’une seule particule, issue 

de la formulation cLNPb, est de 17203 nm3, soit 2,8 fois plus élevée que pour une particule issue de 

la formulation cLNPa (Tableau III-6). En revanche, en raison d’un nombre de particule supérieur pour 

cLNPa, la surface spécifique disponible avec cette formulation est 14,03 m², soit 2,46 m² plu

que pour la formulation cLNPb (Tableau III-6). 

6. Caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules cationiques sélectionnées :

spécifique développée par les cLNP est très importante allant jusqu’à une dizaine de m². 

Étude de la stabilité colloïdale des cLNP 

Le développement d’un vecteur implique certaines contraintes pour faciliter son emploi, 

voire même pour s’orienter vers une potentielle industrialisation. Il est logiquement plus confortable 

’utilisation est possible sur plusieurs mois, sans altération, 
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Dans le cadre de notre étude, la surface disponible peut être considérée comme l’élément 

clé pour l’interaction avec les siARN à complexer. Nous avons mis en évidence une plus importante 

: alors que cLNPb possède une 

composition de la couronne représentant 26% de la particule, le pourcentage molaire des 

Cette information peut être renforcée par le calcul de la surface spécifique des 

dire de la superficie réelle de la 

surface. Pour une masse totale et un volume final équivalent, la surface d’une seule particule, issue 

, soit 2,8 fois plus élevée que pour une particule issue de 

6). En revanche, en raison d’un nombre de particule supérieur pour 

cLNPa, la surface spécifique disponible avec cette formulation est 14,03 m², soit 2,46 m² plus élevé 

 

chimiques des nanoparticules cationiques sélectionnées : la surface 

 

Le développement d’un vecteur implique certaines contraintes pour faciliter son emploi, 

voire même pour s’orienter vers une potentielle industrialisation. Il est logiquement plus confortable 

 qu’un outil utilisable 
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sur un temps limité post-formulation. Contrairement à de nombreux types de vecteur limités à ce 

niveau, la structure particulière des NLC favorise cet aspect, comme nous l’avons vu dans le chapitre 

II. Il reste néanmoins nécessaire de valider nos particules cationiques à ce niveau, d’autant plus avec 

l’importante diminution de tensio-actif polymérique induite lors de la formulation.  

La stabilité colloïdale pour une meilleure conservation n’est pas le seul point à vérifier. En 

effet, l’un des avantages désirés, notamment vis-à-vis des liposomes, est de garder la structure de la 

particule intacte pour (1) permettre un contrôle important de chaque étape de la transfection et (2) 

favoriser une potentielle multifonctionnalité. C’est pourquoi le maintien de l’intégrité de la particule 

dans les conditions d’utilisation est un facteur important. 

 

Les formulations de cLNP précédemment décrites ont été suivies pendant près de 6 mois 

afin d’évaluer leur stabilité physique sur le long terme. Pour cela, les particules ont été fabriquées, 

purifiées par dialyse puis stockées sous forme de dispersion aqueuse (concentration = 3% m/m) à 

l’abri de la lumière (voir protocole page 134). Le stockage s’effectue dans le tampon utilisé lors de la 

formulation, à savoir le NaCl 154 mM pour notre cas. Habituellement, les particules sont stockées à 

4°C mais pour cette validation, une conservation à 40°C a été effectuée afin d’accélérer le 

vieillissement, selon les recommandations du développement pharmaceutique [34]. Ce type 

d’expérience de stabilité accélérée est commun dans les domaines pharmaceutiques et cosmétiques 

pour évaluer l’intégrité physique et chimique de formulations dans diverses conditions 

environnementales [45]. La stabilité physique des formulations particulaires est ainsi évaluée par 

observation visuelle de l’aspect de la dispersion (absence de dépôt/crémage) et par mesure de leur 

diamètre hydrodynamique, de leur polydispersité et de leur charge de surface (Figure III-18).  

Aucune variation significative n’a pu être mise en évidence pendant la période de 23 

semaines de l’étude. Les instances pharmaceutiques considèrent que l’étude de vieillissement 

accéléré de particules sur 6 mois est représentative d’une étude de stabilité à température ambiante 

sur 24 mois. Ainsi, ces tests mettent en évidence une grande stabilité colloïdale des cLNP sur une 

période longue d’au moins deux ans. 
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Figure III-18. Stabilité colloïdale des particu

dans le temps en termes de diamètre hydrodynamique (histogrammes) et de potentiel zêta (courbes). (n=3, 

p<0.001%). Analyse par DLS (Malvern).

 

Les caractéristiques des particules cLNP, 

de charge, offrent une possibilité d’être utilisé sur le long terme sans altération en stabilité colloïdale. 

La conservation du potentiel zêta au courant du temps est d’autant plus importante que la stratég

que nous souhaitons employer, reposant sur l’établissement de liaisons électrostatiques avec les 

siARN, exige une charge positive de la particule. Ainsi, la possibilité de complexation avec les siARN 

reste théoriquement réalisable, même après 24 mois de

Cependant, des études complémentaires semblent nécessaires pour assurer le maintien de l’intégrité 

des nanoparticules, notamment concernant les possibilités de fuite des composants (DOTAP, PEG, 

…). En ce sens, des protocoles sont en cours de mise au point, permettant la mesure post

formulation du relargage de lipide

phase liquide à haute performance (HPLC).

Par ailleurs, la formulation de nanoparti

colloïdale élevée sur le long terme, permet de s’émanciper d’une alternative de conservation par 

lyophilisation. Cet avantage présente un intérêt considérable de par les difficultés de mise en place 

de ce type de processus sur de telles nanoparticules lipidiques. En effet, la première étape de 

lyophilisation nécessite une congélation des formulations de particule. Or, une diminution de 
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18. Stabilité colloïdale des particules cationiques : cLNPa (rouge) et cLNPb (rouge) restent stables 

dans le temps en termes de diamètre hydrodynamique (histogrammes) et de potentiel zêta (courbes). (n=3, 

p<0.001%). Analyse par DLS (Malvern). 

Les caractéristiques des particules cLNP, concernant la conservation en termes de taille et 

une possibilité d’être utilisé sur le long terme sans altération en stabilité colloïdale. 

La conservation du potentiel zêta au courant du temps est d’autant plus importante que la stratég

que nous souhaitons employer, reposant sur l’établissement de liaisons électrostatiques avec les 

siARN, exige une charge positive de la particule. Ainsi, la possibilité de complexation avec les siARN 

reste théoriquement réalisable, même après 24 mois de conservation à température ambiante. 

Cependant, des études complémentaires semblent nécessaires pour assurer le maintien de l’intégrité 

des nanoparticules, notamment concernant les possibilités de fuite des composants (DOTAP, PEG, 

ocoles sont en cours de mise au point, permettant la mesure post

formulation du relargage de lipides cationiques par des mesures analytiques par chromatographie en 

phase liquide à haute performance (HPLC). 

Par ailleurs, la formulation de nanoparticules en solution, caractérisée

colloïdale élevée sur le long terme, permet de s’émanciper d’une alternative de conservation par 

lyophilisation. Cet avantage présente un intérêt considérable de par les difficultés de mise en place 

processus sur de telles nanoparticules lipidiques. En effet, la première étape de 

lyophilisation nécessite une congélation des formulations de particule. Or, une diminution de 
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cLNPa (rouge) et cLNPb (rouge) restent stables 

dans le temps en termes de diamètre hydrodynamique (histogrammes) et de potentiel zêta (courbes). (n=3, 

concernant la conservation en termes de taille et 

une possibilité d’être utilisé sur le long terme sans altération en stabilité colloïdale. 

La conservation du potentiel zêta au courant du temps est d’autant plus importante que la stratégie 

que nous souhaitons employer, reposant sur l’établissement de liaisons électrostatiques avec les 

siARN, exige une charge positive de la particule. Ainsi, la possibilité de complexation avec les siARN 

conservation à température ambiante. 

Cependant, des études complémentaires semblent nécessaires pour assurer le maintien de l’intégrité 

des nanoparticules, notamment concernant les possibilités de fuite des composants (DOTAP, PEG, 

ocoles sont en cours de mise au point, permettant la mesure post-

par des mesures analytiques par chromatographie en 

solution, caractérisées pour une stabilité 

colloïdale élevée sur le long terme, permet de s’émanciper d’une alternative de conservation par 

lyophilisation. Cet avantage présente un intérêt considérable de par les difficultés de mise en place 

processus sur de telles nanoparticules lipidiques. En effet, la première étape de 

lyophilisation nécessite une congélation des formulations de particule. Or, une diminution de 
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température trop importante peut provoquer des phénomènes de cristallisation au niveau du cœur 

de la particule, et ainsi impacter directement ses propriétés physico-chimiques. 

 

4. Discussion 

Les particules formulées lors de ce chapitre, suite à une optimisation rationnelle par un plan 

d’expérience, peuvent être comparées aux particules de composition proche développées au niveau 

de l’état de l’art pour la transfection de séquences d’acides nucléiques. 

Lors de l’interprétation des modèles du plan expérimental, nous avons observé 

l’importance du diamètre hydrodynamique post-formulation sur le niveau de polydispersité des 

formulations. Les nanoparticules de type SLN développées par del Pozo-Rodríguez et al., pour la 

transfection de séquences plasmidiques, présentent des tailles considérables, comprises entre 350 et 

400 nm, corrélées à un indice de polydispersité variable de 0,2 à 0,4 [29]. Le caractère polydisperse 

de telles formulations peut engendrer une difficulté pour la compréhension et le contrôle  de la 

transfection d’acides nucléiques basés sur ces vecteurs. Par ailleurs, et à notre connaissance, les 

particules de type SLN, décrites dans la littérature pour transporter les siARN,  possèdent un 

diamètre hydrodynamique supérieur à 100 nm. Ainsi, Yu et al., dont l’objectif est la délivrance 

simultanée de siARN et de paclitaxel, utilisent des particules cationiques de tailles comprises entre 

140 et 150 nm [31]. Dans la volonté de complexer des siARN en surface, développer des particules 

possédant des tailles plus petites peut représenter une stratégie intéressante pour augmenter la 

surface spécifique disponible, pour une même quantité de matière. De cette manière, 

théoriquement, une surface spécifique plus importante favorise une superficie plus élevée disponible 

pour l’accessibilité des siARN. Ainsi, une quantité de matière moins importante peut être nécessaire 

pour complexer le même nombre de séquence d’acides nucléiques. 

 Le point essentiel dans notre stratégie consiste à apporter un certain nombre de charge 

cationique à la surface. En ce sens, nous avons développé des particules cationiques présentant un 

potentiel zêta entre +23 et +30 mV (dans un tampon NaCl 0,15 mM). Cependant, comme nous 

pouvons l’observer, cLNPb démontre un caractère plus cationique (+ 4 mV) malgré un pourcentage 

molaire en DOTAP dans la particule trois fois plus faible que les cLNPa. Ainsi, le diamètre 

hydrodynamique semble avoir une influence dans l’établissement de cette mesure : la surface 

spécifique totale d’une formulation est plus faible pour les particules de grande taille en raison d’un 

nombre de nanogoutte inférieur, pour une même masse totale en produit. Cependant, considéré 

individuellement, les particules de taille supérieure possèdent une surface plus grande (Tableau III-6) 
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permettant d’incorporer plus de lipide cationique et de présenter un potentiel zêta plus élevé. Ainsi, 

la comparaison à travers ce paramètre semble difficile en raison des différences de taille entre les 

vecteurs, la mesure du potentiel de surface des particules considérées individuellement n’étant pas 

forcément représentative de toute la surface disponible d’une formulation, pour une même masse 

totale en produit. Néanmoins, nous pouvons citer les travaux de del Pozo-Rodríguez et al. et Yu et al. 

qui, en utilisant la même stratégie, ont développé des particules possédant un potentiel zêta situé 

entre 43 et 50 mV (dans un tampon NaCl 0,1 mM [29] ou dans l’eau déionisé [31]). Les différences 

majeures de diamètre hydrodynamique avec nos vecteurs limitent cependant l’interprétation. 

L’un des avantages majeurs des nanoparticules lipidiques que nous avons développé 

concerne leur très forte stabilité colloïdale sur le long terme. D’après Heydenreich et al., l’un des 

facteurs essentiels contribuant à cette stabilité est la méthode choisie pour purifier les échantillons 

formulés [46]. En effet, une même formulation purifiée par ultrafiltration, ultracentrifugation, dialyse 

ou non-purifiée présente des différences majeures au niveau de ces caractéristiques physico-

chimiques. Ainsi, dans cette étude, la purification par ultracentrifugation ou par dialyse permet une 

stabilité colloïdale de 8 semaines à 4°C tandis que les autres préparations démontrent une 

augmentation majeure de la taille et du PDI après une semaine seulement [46]. Au-delà de la 

composition, le protocole employé pour nos formulations (voir protocole page 134) semble pouvoir 

contribuer au caractère stable de nos particules cLNP. 

 

5. Conclusion sur la conception des cLNP 

Lors de ce premier chapitre, notre objectif était de prouver la faisabilité de l’utilisation des 

particules de type LNP pour la transfection de siARN, suite à une complexation de surface avec ces 

séquences d’acides nucléiques. En outre, nous souhaitions décliner la formulation des particules LNP, 

développées dans nos laboratoires, afin de l’optimiser et de l’adapter à cette application. 

L’intégration de lipides cationiques dans la membrane des nanoparticules a permis 

d’augmenter leur potentiel de surface pour assurer l’établissement de liaisons électrostatiques avec 

les acides nucléiques chargés négativement. Par ailleurs, la diminution de l’encombrement stérique, 

permise par un ajustement de la quantité de polymère PEG, s’est avérée être une condition 

importante pour permettre une transfection fonctionnelle de siARN. Une fois ces données établies, 

une approche mathématique nous a permis d’isoler des modèles afin d’améliorer la compréhension 

des critères exigés pour (1) une stabilité élevée et (2) une inhibition fonctionnelle efficace suite à la 

transfection de siARN. Pour répondre aux exigences imposées, nous avons établi mathématiquement 
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une balance subtile dans la composition des différents éléments de la couronne de la particule : la 

quantité de PEG est essentielle pour la stabilité de la particule, mais un taux trop élevé de ce 

polymère peut nuire à l’efficacité de transfection fonctionnelle. De même, les quantités de lécithine 

et de DOTAP doivent être ajustées pour permettre l’inhibition fonctionnelle induite par la 

transfection de siARN. À travers ces modèles, une composition optimisée a pu être développée pour 

formuler les particules cationiques cLNPa et cLNPb. 

Au regard de l’état de l’art, ces deux formulations particulaires présentent des 

caractéristiques avantageuses en termes de monodispersité, et surtout de stabilité colloïdale au 

cours du temps. De plus, leur charge de surface globalement cationique peut permettre d’envisager 

une complexation rapide avec les siARN anionique. Le prochain chapitre se concentrera sur l’analyse 

des interactions entre ces vecteurs cationiques et les siARN, notamment en ce qui concerne les 

étapes de complexation et de rétention permises par les particules cLNP. 
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Les formulations de nanoparticules lipidiques cLNP ont été optimisées pour la transfection 

de séquences d’acides nucléiques telles que des siARN. Théoriquement, les vecteurs que nous avons 

décrits précédemment présentent toutes les caractéristiques nécessaires pour établir des liaisons 

électrostatiques avec les siARN, à savoir des charges positives et une surface disponible importante. 

Toutefois, une caractérisation plus avancée de l’interaction entre particules et siARN est nécessaire 

afin de prouver la faisabilité d’une complexation rapide, simple et post-formulation. En outre, au 

regard de l’état de l’art [1-5], une complexation efficace nécessite une optimisation des quantités de 

vecteur à utiliser pour transporter une quantité définie de siARN. Ainsi, ce chapitre permet de 

répondre à ces objectifs et de se positionner par rapport à un agent commercial pour ce type 

d’application. 

 

1. Complexation : compréhension et optimisation 

1.1. Caractérisation théorique de l’interaction cLNP/siARN 

L’attraction électrostatique consiste en une combinaison constituée d’un cation et d’un 

anion se maintenant au voisinage l’un de l’autre, ceci par une attraction coulombienne des charges 

électriques opposées. Ainsi, pour permettre une uniformisation dans les concentrations utilisées, en 

cLNP et en siARN, la caractérisation des interactions entre ces molécules peut être effectuée en 

termes de « nombre de charge positive/nombre de charge négative ». 

Nous définissons ici le rapport N/P comme le rapport molaire du « nombre de groupement 

ammonium N », présent sur les molécules de DOTAP inclues dans les particules, sur le « nombre de 

groupement phosphate P » présent sur les nucléosides des siARN. Ainsi, le rapport N/P molaire 

permet d’établir un rapport « nombre de charge positive » sur « nombre de charge négative » (Figure 

IV-1). Par ailleurs, pour la formulation cLNPa contenant une faible proportion de DOPE, nous avons 

choisi de prendre en compte la charge de cette molécule dans le calcul final du rapport N/P, en dépit 

d’un caractère globalement neutre de ce lipide (voir la structure page 200). Les faibles proportions de 

ce lipide fusogène ne modifie que très légèrement les calculs. 

Ainsi, les rapports N/P pour les deux particules ont été calculés et associés aux 

concentrations finales en DOTAP (Tableau IV-1). Nous avons choisi de décrire les quantités en 

nanoparticules par rapport à la concentration en lipide cationique DOTAP, cette molécule étant 

directement responsable de l’association avec les siARN. Les données du tableau IV-1 ont été 

calculées en fonction des conditions de transfection (Volume final = 500 µL ; [siARN]f = 20 nM). 

Cependant, un ajustement de ces calculs est nécessaire en cas de modification de l’un de ces deux 
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paramètres. En effet, pour une même concentration en siARN, une modification du volume final 

provoque une variation du nombre de groupements PO

volume final fixé, une modification de la concentration en siARN provoque une

de groupements PO4-, mais également un ajustement de la concentration en DOTAP (et en 

groupement N+) pour maintenir le même rapport N/P.

 

Figure IV-1. Définition du rapport N/P : 

charge cationique tandis que le groupement phosphate du nucléoside monophosphate asso

(vert) fourni la charge négative. 

 

Dans le tableau IV-1, l’augmentation du rapport N/P, et ainsi du nombre de cLNP pour une 

même concentration en siARN, provoque une réduction du nombre de siARN par particule. Pour 

cLNPa, alors que le rapport 1/1 voit une distribution de 200 siARN p

quantité en nanovecteur, et ains

séquence d’acides nucléiques à 4 par particule. La surface disponible sur les particules cationiques 

augmentant, la distance théorique entre les siARN est logiquement plus élevée. Le même 

phénomène est observé avec les nanove
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ramètres. En effet, pour une même concentration en siARN, une modification du volume final 

provoque une variation du nombre de groupements PO4- et N+. Dans le même temps, pour un 

volume final fixé, une modification de la concentration en siARN provoque une 

, mais également un ajustement de la concentration en DOTAP (et en 

) pour maintenir le même rapport N/P. 

1. Définition du rapport N/P : le groupement ammonium de la molécule de DOTAP (rouge)

charge cationique tandis que le groupement phosphate du nucléoside monophosphate asso

1, l’augmentation du rapport N/P, et ainsi du nombre de cLNP pour une 

concentration en siARN, provoque une réduction du nombre de siARN par particule. Pour 

cLNPa, alors que le rapport 1/1 voit une distribution de 200 siARN par particule, l’augmentation de la 

nanovecteur, et ainsi de la quantité en groupement N+, permet de réduire le nombre de 

séquence d’acides nucléiques à 4 par particule. La surface disponible sur les particules cationiques 

augmentant, la distance théorique entre les siARN est logiquement plus élevée. Le même 

phénomène est observé avec les nanovecteurs cLNPb. 

200 

ramètres. En effet, pour une même concentration en siARN, une modification du volume final 

. Dans le même temps, pour un 

 variation du nombre 

, mais également un ajustement de la concentration en DOTAP (et en 

 

le groupement ammonium de la molécule de DOTAP (rouge) apporte la 

charge cationique tandis que le groupement phosphate du nucléoside monophosphate associé à chaque base 

1, l’augmentation du rapport N/P, et ainsi du nombre de cLNP pour une 

concentration en siARN, provoque une réduction du nombre de siARN par particule. Pour 

ar particule, l’augmentation de la 

permet de réduire le nombre de 

séquence d’acides nucléiques à 4 par particule. La surface disponible sur les particules cationiques 

augmentant, la distance théorique entre les siARN est logiquement plus élevée. Le même 
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Tableau IV-1. Données sur l’interaction entre les nanoparticules et les siARN : 

DOTAP et du nombre de siARN par LNP en fonction du rapport N/P. Pour ces calculs, les données V

ont été fixées d’après les pratiques de laboratoire. En orange, les 

caractéristiques de la particule établies chapitre IV.

 

1.2. Optimisation du rapport N/P pour la complexation

Cette étape, précédent la transfection, doit être parfaitement maîtrisée pour obtenir un 

vecteur autorisant une délivrance contrôlée, limitant ainsi les risques décrits dans le chapitre I. En 

effet, la concentration en nanoparticule doit être suffisante po

sans perte de siARN. Afin d’isoler le rapport N/P optimal pour une complexation efficace, différentes 

concentrations en nanoparticule ont été associées avec une quantité constante en siARN (voir 

protocole page 140). Une fois déposé dans les puits d’un gel 

d’électrophorèse, les siARN sous forme libre migrent en raison d’un faible poids moléculaire (13 kDa) 

et d’une charge négative. Dans le cas d’une complexation efficace, de par leur poids molécu

élevé (> 104 kDa) et leur charge globale positive, les nanoparticules empêchent la migration des 

siARN qui reste à leur surface (Figure IV

quantification des particules et des siARN est permise par f

particules ont pu être formulées en encapsulant un fluorophore dérivé de la cyanine 5, le DiD (voir 

protocole page 134), tandis que des siARN marqués avec l’alexa

complexation. 

L’étude de la complexation de siARN avec les particules cLNPa a permis de mettre en 

évidence une diminution de la quantité de siARN libre corrélée à l’augmentation du rapport N/P 

Chapitre IV. Caractérisation des interactions nanoparticules/siARN 

1. Données sur l’interaction entre les nanoparticules et les siARN : chiffrage des concentrations en 

DOTAP et du nombre de siARN par LNP en fonction du rapport N/P. Pour ces calculs, les données V

ont été fixées d’après les pratiques de laboratoire. En orange, les rapports N/P à éviter, définis d’après les 

caractéristiques de la particule établies chapitre IV. 

Optimisation du rapport N/P pour la complexation

Cette étape, précédent la transfection, doit être parfaitement maîtrisée pour obtenir un 

vecteur autorisant une délivrance contrôlée, limitant ainsi les risques décrits dans le chapitre I. En 

effet, la concentration en nanoparticule doit être suffisante pour permettre une complexation totale, 

sans perte de siARN. Afin d’isoler le rapport N/P optimal pour une complexation efficace, différentes 

concentrations en nanoparticule ont été associées avec une quantité constante en siARN (voir 

e fois déposé dans les puits d’un gel d’agarose 

d’électrophorèse, les siARN sous forme libre migrent en raison d’un faible poids moléculaire (13 kDa) 

et d’une charge négative. Dans le cas d’une complexation efficace, de par leur poids molécu

kDa) et leur charge globale positive, les nanoparticules empêchent la migration des 

siARN qui reste à leur surface (Figure IV-2). Lors de cette expérience, une détection et une 

quantification des particules et des siARN est permise par fluorescence : de par leurs propriétés, les 

particules ont pu être formulées en encapsulant un fluorophore dérivé de la cyanine 5, le DiD (voir 

), tandis que des siARN marqués avec l’alexa-488 sont utilisés pour la 

la complexation de siARN avec les particules cLNPa a permis de mettre en 

évidence une diminution de la quantité de siARN libre corrélée à l’augmentation du rapport N/P 
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hiffrage des concentrations en 

DOTAP et du nombre de siARN par LNP en fonction du rapport N/P. Pour ces calculs, les données Vf et [siARN]f 

N/P à éviter, définis d’après les 

Optimisation du rapport N/P pour la complexation 

Cette étape, précédent la transfection, doit être parfaitement maîtrisée pour obtenir un 

vecteur autorisant une délivrance contrôlée, limitant ainsi les risques décrits dans le chapitre I. En 

ur permettre une complexation totale, 

sans perte de siARN. Afin d’isoler le rapport N/P optimal pour une complexation efficace, différentes 

concentrations en nanoparticule ont été associées avec une quantité constante en siARN (voir 

d’agarose pour une étape 

d’électrophorèse, les siARN sous forme libre migrent en raison d’un faible poids moléculaire (13 kDa) 

et d’une charge négative. Dans le cas d’une complexation efficace, de par leur poids moléculaire 

kDa) et leur charge globale positive, les nanoparticules empêchent la migration des 

2). Lors de cette expérience, une détection et une 

: de par leurs propriétés, les 

particules ont pu être formulées en encapsulant un fluorophore dérivé de la cyanine 5, le DiD (voir 

488 sont utilisés pour la 

la complexation de siARN avec les particules cLNPa a permis de mettre en 

évidence une diminution de la quantité de siARN libre corrélée à l’augmentation du rapport N/P 
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utilisé, et ainsi de la concentration en particule. En effet, par rapport au contrôle s

l’augmentation de la quantité de cLNPa

diminution de la quantité de siARN libre de 87%. Mieux encore, les quantités de particule utilisées, à 

partir du rapport molaire N/P égal à 4/1,  

complexé aux nanoparticules cLNPa (Figure IV

De la même façon, l’utilisation des particules cLNPb, à un rapport molaire de 3/1, provoque 

une diminution de la quantité de siARN sous forme libre de 47%. En

molaire N/P que celui observé avec les particules cLNPa, c’est

reste sous forme libre, témoignant d’une complexation totale (Figure IV

 

Figure IV-2. Optimisation du rapport molair

cLNPa et cLNPb suivant différents rapports molaires N/P, puis déposés dans les puits d’un gel d’agarose 4%. Une 

étape d’électrophorèse permet de séparer les siARN

µM – Tampon utilisé : Hepes 5 mM).
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utilisé, et ainsi de la concentration en particule. En effet, par rapport au contrôle s

l’augmentation de la quantité de cLNPa, jusqu’à un rapport molaire N/P égal à 3/1

diminution de la quantité de siARN libre de 87%. Mieux encore, les quantités de particule utilisées, à 

partir du rapport molaire N/P égal à 4/1,  démontrent une absence totale de siARN libre, resté 

complexé aux nanoparticules cLNPa (Figure IV-2). 

De la même façon, l’utilisation des particules cLNPb, à un rapport molaire de 3/1, provoque 

une diminution de la quantité de siARN sous forme libre de 47%. En outre, à partir du même rapport 

molaire N/P que celui observé avec les particules cLNPa, c’est-à-dire le rapport 4/1, aucun siARN ne 

reste sous forme libre, témoignant d’une complexation totale (Figure IV-2). 

2. Optimisation du rapport molaire N/P : les siARN sont complexés aux nanoparticules lipidiques 

cLNPa et cLNPb suivant différents rapports molaires N/P, puis déposés dans les puits d’un gel d’agarose 4%. Une 

étape d’électrophorèse permet de séparer les siARN-Alexa488 (vert) des cLNP-DiD (rouge) (n=6) ([siARN = 1,5 

: Hepes 5 mM). 
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utilisé, et ainsi de la concentration en particule. En effet, par rapport au contrôle sans vecteur, 

jusqu’à un rapport molaire N/P égal à 3/1, induit une 

diminution de la quantité de siARN libre de 87%. Mieux encore, les quantités de particule utilisées, à 

une absence totale de siARN libre, resté 

De la même façon, l’utilisation des particules cLNPb, à un rapport molaire de 3/1, provoque 

outre, à partir du même rapport 

dire le rapport 4/1, aucun siARN ne 

 

les siARN sont complexés aux nanoparticules lipidiques 

cLNPa et cLNPb suivant différents rapports molaires N/P, puis déposés dans les puits d’un gel d’agarose 4%. Une 

rouge) (n=6) ([siARN = 1,5 
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Ainsi, le rapport molaire N/P de 4/1 représente le seuil à partir duquel la quantité de 

nanoparticule cLNP permet une complexation totale des siARN. Au regard de ces résultats, et afin 

d’assurer une concentration optimale de nanoparticule cationique utilisé, nous avons choisi de 

continuer l’étude avec un rapport molaire N/P établi à 12/1, soit une concentration trois fois plus 

élevée que le seuil défini précédemment.

 

Une comparaison est possible

particules lipidiques cationiques commercialisées, la Lipofectamine RNAimax (Figure IV

les recommandations d’utilisation du fournisseur, la complexation avec ce vecteur laisse 30% 

siARN sous forme libre, démontrant ainsi une incapacité de ce 

séquences d’acides nucléiques (Figure IV

tampon Hepes 5 mM, des conditions plus difficile

veau fœtal) pourraient provoquer un pourcentage de siARN libre plus 

 

Figure IV-3. Comparaison de la complexation avec un agent commercial : 

Lipofectamine RNAimax, aux nanoparticules 

d’agarose 4%. Une étape d’électrophorèse permet de séparer les siARN

(n=6) ([siARN = 1,5 µM – Tampon utilisé

quantités proposées par le fournisseur).
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Ainsi, le rapport molaire N/P de 4/1 représente le seuil à partir duquel la quantité de 

nanoparticule cLNP permet une complexation totale des siARN. Au regard de ces résultats, et afin 

une concentration optimale de nanoparticule cationique utilisé, nous avons choisi de 

continuer l’étude avec un rapport molaire N/P établi à 12/1, soit une concentration trois fois plus 

élevée que le seuil défini précédemment. 

Une comparaison est possible avec l’efficacité de complexation observée en utilisant des 

particules lipidiques cationiques commercialisées, la Lipofectamine RNAimax (Figure IV

les recommandations d’utilisation du fournisseur, la complexation avec ce vecteur laisse 30% 

siARN sous forme libre, démontrant ainsi une incapacité de ce lipoplexe à

séquences d’acides nucléiques (Figure IV-3). En outre, cette expérience étant réalisée dans un 

tampon Hepes 5 mM, des conditions plus difficiles (milieu de culture supplémenté par du sérum de 

veau fœtal) pourraient provoquer un pourcentage de siARN libre plus élevé. 

 

3. Comparaison de la complexation avec un agent commercial : les siARN sont complexés avec la 

Lipofectamine RNAimax, aux nanoparticules lipidiques cLNPa et cLNPb puis déposés dans les puits d’un gel 

d’agarose 4%. Une étape d’électrophorèse permet de séparer les siARN-Alexa488 (vert) des cLNP

Tampon utilisé : Hepes 5 mM – N/P = 12/1 – Lipofectamine RNAim

quantités proposées par le fournisseur). 
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Ainsi, le rapport molaire N/P de 4/1 représente le seuil à partir duquel la quantité de 

nanoparticule cLNP permet une complexation totale des siARN. Au regard de ces résultats, et afin 

une concentration optimale de nanoparticule cationique utilisé, nous avons choisi de 

continuer l’étude avec un rapport molaire N/P établi à 12/1, soit une concentration trois fois plus 

avec l’efficacité de complexation observée en utilisant des 

particules lipidiques cationiques commercialisées, la Lipofectamine RNAimax (Figure IV-3). En suivant 

les recommandations d’utilisation du fournisseur, la complexation avec ce vecteur laisse 30% de 

à retenir toutes les 

3). En outre, cette expérience étant réalisée dans un 

ure supplémenté par du sérum de 

les siARN sont complexés avec la 

lipidiques cLNPa et cLNPb puis déposés dans les puits d’un gel 

Alexa488 (vert) des cLNP-DiD (rouge) 

Lipofectamine RNAimax utilisée dans les 
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Dans les mêmes conditions, et comme observé précédemment, l’utilisation des vecteurs de 

type cLNP pour la complexation 

(Figure IV-3). En outre, une mesure de l’impact de cette complexation sur les cLNP a été réalisée par 

une observation de l’évolution du diamètre hydrodynamique et du potentiel zêta par mesure DLS, 

avec ou sans siARN. Néanmoins, en dépit d’une complexation efficace p

significative de la taille des particules n’a été observée (données non montrées). Pour expliquer cette 

absence de variation, le calcul du nombre de siARN par particule a été réalisé (Tableau IV

admettant les conditions de transfection (Volume final = 500 µL

pour la complexation avec les particules cLNPa est décrit figure IV

 

Figure IV-4. Calcul du nombre de siARN par particule : 

12/1 avec des nanoparticules lipidiques cLNPa, dans des conditions de transfection (V

nM). 
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Dans les mêmes conditions, et comme observé précédemment, l’utilisation des vecteurs de 

type cLNP pour la complexation permet une rétention de la totalité des siARN sur les particules 

3). En outre, une mesure de l’impact de cette complexation sur les cLNP a été réalisée par 

une observation de l’évolution du diamètre hydrodynamique et du potentiel zêta par mesure DLS, 

avec ou sans siARN. Néanmoins, en dépit d’une complexation efficace prouvée, aucune modification 

significative de la taille des particules n’a été observée (données non montrées). Pour expliquer cette 

absence de variation, le calcul du nombre de siARN par particule a été réalisé (Tableau IV

ransfection (Volume final = 500 µL ; [siARN]f = 20 nM). Le calcul 

pour la complexation avec les particules cLNPa est décrit figure IV-4. 

4. Calcul du nombre de siARN par particule : les calculs sont effectués pour un rapport molaire N

12/1 avec des nanoparticules lipidiques cLNPa, dans des conditions de transfection (Vf = 500 µL / [siARN]
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Dans les mêmes conditions, et comme observé précédemment, l’utilisation des vecteurs de 

une rétention de la totalité des siARN sur les particules 

3). En outre, une mesure de l’impact de cette complexation sur les cLNP a été réalisée par 

une observation de l’évolution du diamètre hydrodynamique et du potentiel zêta par mesure DLS, 

rouvée, aucune modification 

significative de la taille des particules n’a été observée (données non montrées). Pour expliquer cette 

absence de variation, le calcul du nombre de siARN par particule a été réalisé (Tableau IV-1), 

= 20 nM). Le calcul effectué 

 

les calculs sont effectués pour un rapport molaire N/P de 

= 500 µL / [siARN]f = 20 
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Ainsi, pour un rapport molaire N/P de 12/1, chaque nanoparticule cLNPa et cLNPb est 

respectivement associée à environ 12 et 17 siARN 

expliquer l’absence de variation du diamètre hydrodynamique suite au protocole de complexation. 

En effet, les particules cLNPa et cLNPb ont un poids moléculaire approximativement égal à 2,82.10

et 1,34.105 KDa, soit 2170 et 10310 fois plus élevé que celui des siARN. Considérant cette différence 

importante, les quelques siARN présents sur la surface des LNP peuvent paraître insignifiant.

 

Après avoir défini une efficacité de complexation élevée avec des siARN, les 

cLNPa ont été testées afin d’évaluer la possibilité de créer des liaisons électrostatiques avec d’autres 

types de séquences d’acides nucléiques (Figure IV

effectués avec un mélange de siARN et de séqu

protocole défini précédemment, pour une concentration constante en séquences d’acides 

nucléiques, la concentration en cLNPa a été augmentée afin d’évaluer le rapport N/P

positive du DOTAP »/ « charge négative du siARN

complexation de 100%. Comme pour les siARN seuls, à partir du rapport molaire N/P

4/1/1, aucune séquence d’acides nucléiques n’est observée sous forme libre, démontrant une 

complexation totalement efficace.

Figure IV-5. Complexation avec plusieurs séquences d’acides nucléiques : 

nanoparticules cLNPa avec des siARN et des séquences d’ADN est testée. Différentes concentrations en particule 

sont utilisées avec une quantité constante de siARN et d’ADN pour établir des ratios molaires N/P

provenant de la particule, P1 du siARN et P

Chapitre IV. Caractérisation des interactions nanoparticules/siARN 

Ainsi, pour un rapport molaire N/P de 12/1, chaque nanoparticule cLNPa et cLNPb est 

respectivement associée à environ 12 et 17 siARN en moyenne. Ce nombre très faible pourrait 

expliquer l’absence de variation du diamètre hydrodynamique suite au protocole de complexation. 

En effet, les particules cLNPa et cLNPb ont un poids moléculaire approximativement égal à 2,82.10

oit 2170 et 10310 fois plus élevé que celui des siARN. Considérant cette différence 

importante, les quelques siARN présents sur la surface des LNP peuvent paraître insignifiant.

Après avoir défini une efficacité de complexation élevée avec des siARN, les 

s afin d’évaluer la possibilité de créer des liaisons électrostatiques avec d’autres 

types de séquences d’acides nucléiques (Figure IV-5). Ainsi, des tests de complexation ont été 

effectués avec un mélange de siARN et de séquences d’ADN de 100 paires de base. Suivant le 

protocole défini précédemment, pour une concentration constante en séquences d’acides 

nucléiques, la concentration en cLNPa a été augmentée afin d’évaluer le rapport N/P

rge négative du siARN »/ « charge négative de l’ADN

complexation de 100%. Comme pour les siARN seuls, à partir du rapport molaire N/P

4/1/1, aucune séquence d’acides nucléiques n’est observée sous forme libre, démontrant une 

mplexation totalement efficace. 

 

5. Complexation avec plusieurs séquences d’acides nucléiques : la complexation simultanée des 

nanoparticules cLNPa avec des siARN et des séquences d’ADN est testée. Différentes concentrations en particule 

utilisées avec une quantité constante de siARN et d’ADN pour établir des ratios molaires N/P

du siARN et P2 de la séquence d’ADN). 
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Ainsi, pour un rapport molaire N/P de 12/1, chaque nanoparticule cLNPa et cLNPb est 

en moyenne. Ce nombre très faible pourrait 

expliquer l’absence de variation du diamètre hydrodynamique suite au protocole de complexation. 

En effet, les particules cLNPa et cLNPb ont un poids moléculaire approximativement égal à 2,82.104 

oit 2170 et 10310 fois plus élevé que celui des siARN. Considérant cette différence 

importante, les quelques siARN présents sur la surface des LNP peuvent paraître insignifiant. 

Après avoir défini une efficacité de complexation élevée avec des siARN, les particules 

s afin d’évaluer la possibilité de créer des liaisons électrostatiques avec d’autres 

5). Ainsi, des tests de complexation ont été 

ences d’ADN de 100 paires de base. Suivant le 

protocole défini précédemment, pour une concentration constante en séquences d’acides 

nucléiques, la concentration en cLNPa a été augmentée afin d’évaluer le rapport N/P1/P2 (« charge 

charge négative de l’ADN ») permettant une 

complexation de 100%. Comme pour les siARN seuls, à partir du rapport molaire N/P1/P2 égal à 

4/1/1, aucune séquence d’acides nucléiques n’est observée sous forme libre, démontrant une 

la complexation simultanée des 

nanoparticules cLNPa avec des siARN et des séquences d’ADN est testée. Différentes concentrations en particule 

utilisées avec une quantité constante de siARN et d’ADN pour établir des ratios molaires N/P1/P2 (N 
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En conclusion, les particules de type cLNP démontrent, non seulement une forte 

complexation avec des siARN, mais également une possibilité de créer une association robuste avec 

d’autres types de séquences d’acides nucléiques plus longues, telles que des séquences d’ADN. Ce 

résultat offre ainsi l’opportunité d’envisager la vectorisation de différentes molécules anioniques. 

 

2. Étude de rétention des siARN sur les particules cLNP 

Pour obtenir une transfection d’ARN interférents fonctionnels, les siARN nécessitent une 

rétention élevée sur le vecteur, jusqu’à l’internalisation dans la cellule, ainsi qu’un relargage dans le 

compartiment cytoplasmique. En effet, les siARN seuls accèdent difficilement aux compartiments 

intracellulaires en raison de leurs propriétés physicochimiques et requiert l’emploi d’un vecteur [6] 

(voir le chapitre I). Pour ces raisons, la rétention des siARN sur les particules doit être caractérisée. En 

outre, lors de certaines applications telles que le criblage haut-débit, des centaines de siARN 

différents peuvent être étudiés. Dans ce cadre, le protocole utilisé entre le premier et le dernier 

siARN complexé pouvant nécessiter des temps de préparation et/ou d’incubation pré-transfection 

longs, jusqu’à plusieurs heures, une rétention élevée peut être importante pour maintenir les mêmes 

conditions entre tous les échantillons testés. 

 

2.1. Rétention dans le tampon Hepes 5 mM 

Avant d’étudier ce paramètre dans le milieu de culture utilisé pour la transfection, nous 

avons analysé les risques de relargage dans un tampon de type Hepes 5 mM (Figure IV-6). 

L’expérience s’effectue sur le même principe que l’électrophorèse décrite précédemment (voir le 

protocole page 140), à la seule différence que les complexes « particule/siARN » sont incubés durant 

différentes périodes à température ambiante avant le dépôt sur le gel. 

Après 30 minutes d’incubation, le complexe Lipofectamine RNAimax/siARN démontre un 

relargage de 30% de siARN. Par ailleurs, ce pourcentage de siARN sous forme libre augmente avec 

des temps d’incubation plus longs : respectivement 48% et 67% de siARN sont retrouvés sous forme 

libre après 3 heures et 6 heures d’incubation (Figure IV-6). Ainsi, cet agent commercial démontre une 

complexation, mais surtout une rétention du siARN très limitée au cours du temps, le rendant 

notamment inapproprié au protocole de criblage à haut-débit. 



Chapitre IV. Caractérisation des interactions nanoparticules/siARN 

 

207 
 

En revanche, l’utilisation de cLNPa et cLNPb pour complexer les siARN, dans les mêmes 

conditions, permet d’obtenir 100% de rétention des siARN sur les particules. En effet, aucun siARN 

sous forme libre n’est observé, même après 6 heures d’incubation. 

 

 

Figure IV-6. Rétention dans un tampon : la cinétique de relargage du siARN au cours du temps a été étudiée 

avec trois différents agents : la Lipofectamine RNAimax, cLNPa et cLNPb. Tampon utilisé : Hepes 5 mM (n=3). 

 

Les particules de type cLNP représente ainsi des vecteurs très efficaces pour la 

complexation et la rétention des siARN à leur surface. L’intérêt de telles caractéristiques peut être 

multiple. D’abord, une faible rétention peut induire une variabilité entre expériences compliquant 

l’interprétation des résultats. Ensuite, la rétention très forte des siARN, offerte par l’utilisation des 

nanovecteurs cLNP, peut permettre une préparation des complexes indépendante du temps. Ainsi, 

lors d’une application telle que le criblage haut-débit, le maintien des conditions identiques entre les 

échantillons est possible avec les nanoparticules cLNP contrairement à la Lipofectamine RNAimax. 

 

2.2. Rétention dans le milieu de culture utilisé pour la transfection 

Après avoir établi les caractéristiques de différents vecteurs pour la rétention de siARN 

durant la préparation des complexes, une étude similaire dans le milieu de culture utilisé pour la 

transfection est nécessaire. Ainsi, suivant les étapes classiques précédents une transfection (voir 
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protocole page 139), les complexes ont été préparés dans un milieu OptiMEM dépourvu de sérum, 

puis un milieu de culture RPMI supplémenté par 6,8% de sérum de veau fœtal a été ajouté. Les 

solutions obtenues ont alors été inc

optimal pour la culture cellulaire, avant d’être déposées dans les puits d’un gel d’agarose pour une 

étape d’électrophorèse (Figure IV

milieu de culture contenant des protéines sériques entraîne

provoque un relargage des siARN, probablement en raison des charges 

interagissant avec le complexe [7].

Comme précédemment, la com

permet pas une rétention de 100%. Par ailleurs, le relargage de siARN observé après les différents 

temps d’incubation dans le milieu de culture complet est plus important que celui décrit dans le 

tampon Hepes 5 mM. En effet, après 30 minutes d’incubation, 74% des siARN sont retrouvés sous 

forme libre. De plus, ce relargage important de siARN dans le milieu de culture complet augmente au 

cours du temps, avec respectivement 79% et 94% de siARN retrouvés sous

et 6 heures. 

 

Figure IV-7. Rétention dans un milieu de culture : 

étudiée avec trois différents agents

OptiMEM (le milieu utilisé pour les expériences de transfection).
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), les complexes ont été préparés dans un milieu OptiMEM dépourvu de sérum, 

puis un milieu de culture RPMI supplémenté par 6,8% de sérum de veau fœtal a été ajouté. Les 

solutions obtenues ont alors été incubées pendant différents temps à 37°C, dans un environnement 

optimal pour la culture cellulaire, avant d’être déposées dans les puits d’un gel d’agarose pour une 

étape d’électrophorèse (Figure IV-7). Dans la littérature, il est décrit qu’une incubation dan

ontenant des protéines sériques entraîne une déstabilisation des complexes

relargage des siARN, probablement en raison des charges négatives

interagissant avec le complexe [7]. 

Comme précédemment, la complexation de siARN avec la Lipofectamine RNAimax ne 

permet pas une rétention de 100%. Par ailleurs, le relargage de siARN observé après les différents 

temps d’incubation dans le milieu de culture complet est plus important que celui décrit dans le 

epes 5 mM. En effet, après 30 minutes d’incubation, 74% des siARN sont retrouvés sous 

forme libre. De plus, ce relargage important de siARN dans le milieu de culture complet augmente au 

cours du temps, avec respectivement 79% et 94% de siARN retrouvés sous forme libre après 3 heures 

7. Rétention dans un milieu de culture : la cinétique de relargage du siARN au cours du temps a été 

étudiée avec trois différents agents : la Lipofectamine RNAimax, cLNPa et cLNPb. Milieu utilisé

OptiMEM (le milieu utilisé pour les expériences de transfection). 
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optimal pour la culture cellulaire, avant d’être déposées dans les puits d’un gel d’agarose pour une 

7). Dans la littérature, il est décrit qu’une incubation dans un 

une déstabilisation des complexes et 

négatives des protéines 

plexation de siARN avec la Lipofectamine RNAimax ne 

permet pas une rétention de 100%. Par ailleurs, le relargage de siARN observé après les différents 

temps d’incubation dans le milieu de culture complet est plus important que celui décrit dans le 

epes 5 mM. En effet, après 30 minutes d’incubation, 74% des siARN sont retrouvés sous 

forme libre. De plus, ce relargage important de siARN dans le milieu de culture complet augmente au 

forme libre après 3 heures 

 
la cinétique de relargage du siARN au cours du temps a été 

: la Lipofectamine RNAimax, cLNPa et cLNPb. Milieu utilisé : RPMI 6,8% + 
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En revanche, la rétention des siARN permise par la complexation avec les particules cLNP 

est très forte. En effet, en utilisant cLNPa en tant que vecteur, aucun siARN n’est retrouvé sous forme 

libre, quel que soit le temps d’incubation dans le milieu de culture complet. Toutefois, cLNPb 

démontre une efficacité de rétention légèrement inférieure à cLNPb. Après 30 minutes d’incubation 

dans le milieu de culture, la complexation avec cLNPb autorise un relargage de siARN de 11%. Après 

3 heures d’incubation, le pourcentage de siARN sous forme libre reste sensiblement similaire (≈ 

12%), mais augmente jusqu’à 17% après 6 heures d’incubation dans le milieu de culture complet. 

 

En conclusion, la rétention élevée sur les particules de type cLNP permet d’assurer les 

conditions nécessaires à une délivrance de 100% des siARN complexés au niveau de la cellule. En 

outre, la stabilité de la complexation avec ces particules favorise théoriquement l’utilisation de 

concentrations en siARN plus faibles, limitant ainsi des possibilités d’effets secondaires (voir chapitre 

I). D’autre part, la forte rétention dans le milieu de culture complet utilisé pour la transfection peut 

permettre une préparation des complexes directement dans les conditions finales.  

 

3. Stabilité colloïdale des particules dans les conditions de 

transfection 

L’une des théories, concernant le faible taux de complexation, lors des tests effectués avec 

de faibles rapports molaires N/P, concerne la stabilité colloïdale des particules cLNP. En effet, la 

dilution importante subie par les formulations nanoparticulaires lors de la préparation des complexes 

peut affecter la stabilité de ces vecteurs lipidiques. La perte d’intégrité des vecteurs pourraient alors 

expliquer une complexation limitée. En outre, pour compléter l’étude concernant la rétention des 

siARN sur les nanoparticules, en particulier afin de répondre au relargage de 10 à 20% avec les 

cLNPb, la stabilité de ces particules dans les milieux de culture complémentés doit être étudiée. 

Une étude DLS, c’est-à-dire par le suivi de l’évolution du diamètre hydrodynamique (voir 

protocole page 136), nécessite une concentration particulaire minimale pour permettre les mesures. 

Ainsi, l’étude de l’impact de fortes dilutions sur la stabilité des particules peut se trouver limitée par 

l’utilisation de cette technique. De même, les mesures par DLS sont optimales lors de l’incubation 

des échantillons dans un tampon qui diffuse peu. En effet, les paramètres du milieu dans lequel se 

trouvent les particules influent sur les mesures, notamment à travers la diffusion et la viscosité du 

milieu (voir protocole page 136). Dès lors, une étude plus précise de la stabilité dans un milieu de 
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culture nécessite une autre méthodologie qui permette de s’émanciper de ces contraintes 

techniques. Dans ce cas, l’une des caractéristiques des LNP peut être utilisée

différents fluorophores permet d’étudier l’intégrité des nanoparticules en s’appuyant sur la 

technique de transfert d’énergie par résonnance de type Förster (

ou FRET). 

 

3.1. Principe de la technique de FRET

Le transfert d’énergie par résonnance 

d’énergie entre une molécule donneuse fluorescente à l’état excité et une molécule acceptrice dans 

son état fondamental. Pour que le FRET puisse avoir lieu, il est nécessaire que la différence d’énergie 

entre les derniers niveaux excités et le niveau fondamental de la molécule donneuse soit 

approximativement égale à la différence d’énergie existant entre le niveau fondamental et les 

niveaux excités de la molécule acceptrice. Ainsi, un recouvrement est nécessair

fluorescence du donneur et le spectre d’absorbance de l’accepteur (Figure IV

recouvrement est important, plus le transfert énergétique est efficace sur de longues distances. La 

distance pour laquelle l’efficacité est de 50

distance dépend en partie des longueurs d’ondes impliquées dans le recouvrement et augmente 

avec la longueur d’onde. Le transfert FRET est possible dès l’apparition d’un recouvrement spectral 

[8-10]. 

 

Figure IV-8. Spectre de fluorescence des fluorophores DiI et DiD

recouvre en partie le spectre d’absorption du DiD (pointillés rouge) dans la zone hachurée.
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culture nécessite une autre méthodologie qui permette de s’émanciper de ces contraintes 

techniques. Dans ce cas, l’une des caractéristiques des LNP peut être utilisée

es permet d’étudier l’intégrité des nanoparticules en s’appuyant sur la 

technique de transfert d’énergie par résonnance de type Förster (Förster resonance energy transfer

Principe de la technique de FRET 

Le transfert d’énergie par résonnance Förster est un phénomène permettant le passage 

d’énergie entre une molécule donneuse fluorescente à l’état excité et une molécule acceptrice dans 

son état fondamental. Pour que le FRET puisse avoir lieu, il est nécessaire que la différence d’énergie 

les derniers niveaux excités et le niveau fondamental de la molécule donneuse soit 

approximativement égale à la différence d’énergie existant entre le niveau fondamental et les 

niveaux excités de la molécule acceptrice. Ainsi, un recouvrement est nécessaire entre le spectre de 

fluorescence du donneur et le spectre d’absorbance de l’accepteur (Figure IV

recouvrement est important, plus le transfert énergétique est efficace sur de longues distances. La 

distance pour laquelle l’efficacité est de 50% de transfert est appelée rayon de Förster

distance dépend en partie des longueurs d’ondes impliquées dans le recouvrement et augmente 

avec la longueur d’onde. Le transfert FRET est possible dès l’apparition d’un recouvrement spectral 

8. Spectre de fluorescence des fluorophores DiI et DiD : le spectre d’excitation du DiI (violet plein) 

recouvre en partie le spectre d’absorption du DiD (pointillés rouge) dans la zone hachurée.
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Förster resonance energy transfer 
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d’énergie entre une molécule donneuse fluorescente à l’état excité et une molécule acceptrice dans 

son état fondamental. Pour que le FRET puisse avoir lieu, il est nécessaire que la différence d’énergie 

les derniers niveaux excités et le niveau fondamental de la molécule donneuse soit 

approximativement égale à la différence d’énergie existant entre le niveau fondamental et les 

e entre le spectre de 

fluorescence du donneur et le spectre d’absorbance de l’accepteur (Figure IV-8). Plus ce 

recouvrement est important, plus le transfert énergétique est efficace sur de longues distances. La 

% de transfert est appelée rayon de Förster ; cette 

distance dépend en partie des longueurs d’ondes impliquées dans le recouvrement et augmente 

avec la longueur d’onde. Le transfert FRET est possible dès l’apparition d’un recouvrement spectral 

 

le spectre d’excitation du DiI (violet plein) 

recouvre en partie le spectre d’absorption du DiD (pointillés rouge) dans la zone hachurée. 
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Cette technique est largement utilisée pour la rech

que le changement de conformation de protéines, l’interaction des protéines et l’étude de l’activité 

enzymatique [11]. Le signal FRET dépendant de la distance entre deux fluorophores, cette 

méthodologie est également ap

l’encapsulation de deux molécules pouvant être les acteurs d’un transfert d’énergie [9, 12]. Tant que 

la particule est intacte, le transfert est possible

donneuse (dont les longueurs d’absorption et d’émission sont les plus courtes) est transférée vers la 

molécule, fluorescente ou non, acceptrice (dont l’absorbance recouvre l’émission du donneur) 

(Figure IV-9). 

 

Figure IV-9. Principe du FRET : la perte d’intégrité de la particule diminue le pourcentage de FRET entre les 

fluorophores et restaure le niveau d’excitation maximal du donneur.

 

L’efficacité de FRET dépend ainsi de la distance qui sépare un do

accepteur (donc de l’intégrité de la particule), et de la concentration locale en accepteur. 

Contrairement à ce qui peut être imaginé de façon intuitive, l’efficacité sera indépendante de la 

concentration en donneur et de la taille de la nanoparticule

l’état excité à chaque instant, une augmentation de leur concentration ne permet d’améliorer que le 

signal de fluorescence et non le pourcentage de FRET. De même, la taille de la particule n’influe pas 

car la concentration finale des nan

phase organique de départ. Ainsi, des formulations particulaires plus petites présentent un plus 

grand nombre de nanogouttes, une plus grande répartition de fluorophore mais leur concentration 

finale est identique. 
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Cette technique est largement utilisée pour la recherche de phénomène

que le changement de conformation de protéines, l’interaction des protéines et l’étude de l’activité 

enzymatique [11]. Le signal FRET dépendant de la distance entre deux fluorophores, cette 

méthodologie est également appropriée pour surveiller l’intégrité des nanoparticules à travers 

l’encapsulation de deux molécules pouvant être les acteurs d’un transfert d’énergie [9, 12]. Tant que 

la particule est intacte, le transfert est possible : l’énergie de l’état excité de la m

donneuse (dont les longueurs d’absorption et d’émission sont les plus courtes) est transférée vers la 

molécule, fluorescente ou non, acceptrice (dont l’absorbance recouvre l’émission du donneur) 

la perte d’intégrité de la particule diminue le pourcentage de FRET entre les 

fluorophores et restaure le niveau d’excitation maximal du donneur. 

L’efficacité de FRET dépend ainsi de la distance qui sépare un do

de l’intégrité de la particule), et de la concentration locale en accepteur. 

Contrairement à ce qui peut être imaginé de façon intuitive, l’efficacité sera indépendante de la 

concentration en donneur et de la taille de la nanoparticule : seule une partie d

l’état excité à chaque instant, une augmentation de leur concentration ne permet d’améliorer que le 

signal de fluorescence et non le pourcentage de FRET. De même, la taille de la particule n’influe pas 

car la concentration finale des nanoparticules est exactement la même que la concentration de la 

phase organique de départ. Ainsi, des formulations particulaires plus petites présentent un plus 

grand nombre de nanogouttes, une plus grande répartition de fluorophore mais leur concentration 
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erche de phénomènes biologiques tels 

que le changement de conformation de protéines, l’interaction des protéines et l’étude de l’activité 

enzymatique [11]. Le signal FRET dépendant de la distance entre deux fluorophores, cette 

propriée pour surveiller l’intégrité des nanoparticules à travers 

l’encapsulation de deux molécules pouvant être les acteurs d’un transfert d’énergie [9, 12]. Tant que 

: l’énergie de l’état excité de la molécule fluorescente 

donneuse (dont les longueurs d’absorption et d’émission sont les plus courtes) est transférée vers la 

molécule, fluorescente ou non, acceptrice (dont l’absorbance recouvre l’émission du donneur) 

 

la perte d’intégrité de la particule diminue le pourcentage de FRET entre les 

L’efficacité de FRET dépend ainsi de la distance qui sépare un donneur excité d’un 

de l’intégrité de la particule), et de la concentration locale en accepteur. 

Contrairement à ce qui peut être imaginé de façon intuitive, l’efficacité sera indépendante de la 

: seule une partie des donneurs sont à 

l’état excité à chaque instant, une augmentation de leur concentration ne permet d’améliorer que le 

signal de fluorescence et non le pourcentage de FRET. De même, la taille de la particule n’influe pas 

oparticules est exactement la même que la concentration de la 

phase organique de départ. Ainsi, des formulations particulaires plus petites présentent un plus 

grand nombre de nanogouttes, une plus grande répartition de fluorophore mais leur concentration 
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Ce transfert peut se produire entre n’importe quelle combinaison de molécules répondant 

aux critères précédemment cités. Toutefois, pour obtenir un FRET intra

fluorophores nécessitent une hydrophobie suffisamment élevée pour être enc

stable. Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi des fluorophores de type DiI, étant le 

donneur d’énergie, et le DiD en tant qu’accepteur (Figure IV

Ainsi, trois formulations ont été réalisées comportant soit du DiD uniquement,

uniquement, ou un mélange DiI/DiD, siège d’un phénomène de FRET (Figure IV

étalonnage, différents pourcentages de 

FRET, permettant a posteriori de définir un pourcentage 

d’émission de fluorescence DiD/DiI (voir protocole page 

 

Figure IV-10. Formulation des particules pour des applications de type FRET

pour permettre l’étude de stabilité à partir du phénomène FRET.

 

3.2. Résistance des particules cLNP à la dilution

L’étude de complexation a mis en évidence un relargage partiel, voire total, des siARN 

associés aux particules cLNP suivant les rapports molaires N/P inférieurs à 4/1. Il est possible que la 

quantité de charge cationique soit insuffisante pour permettre un

forte. Cependant, une autre théorie possible concerne la dilution trop élevée pouvant nuire à la 

stabilité de la particule qui, perdant son intégrité, 
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Ce transfert peut se produire entre n’importe quelle combinaison de molécules répondant 

aux critères précédemment cités. Toutefois, pour obtenir un FRET intra-particulaire, les deux 

fluorophores nécessitent une hydrophobie suffisamment élevée pour être enc

stable. Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi des fluorophores de type DiI, étant le 

donneur d’énergie, et le DiD en tant qu’accepteur (Figure IV-8).  

Ainsi, trois formulations ont été réalisées comportant soit du DiD uniquement,

uniquement, ou un mélange DiI/DiD, siège d’un phénomène de FRET (Figure IV

étalonnage, différents pourcentages de particules FRET ont été mélangés avec des particules non

de définir un pourcentage FRET en fonction du rapport des intensités 

d’émission de fluorescence DiD/DiI (voir protocole page 138). 

10. Formulation des particules pour des applications de type FRET : trois formulations ont été créées 

à partir du phénomène FRET. 

Résistance des particules cLNP à la dilution 

L’étude de complexation a mis en évidence un relargage partiel, voire total, des siARN 

associés aux particules cLNP suivant les rapports molaires N/P inférieurs à 4/1. Il est possible que la 

quantité de charge cationique soit insuffisante pour permettre une complexation suffisamment 

forte. Cependant, une autre théorie possible concerne la dilution trop élevée pouvant nuire à la 

stabilité de la particule qui, perdant son intégrité, entraine le relargage des siARN.
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Ce transfert peut se produire entre n’importe quelle combinaison de molécules répondant 

particulaire, les deux 

fluorophores nécessitent une hydrophobie suffisamment élevée pour être encapsulés de façon 

stable. Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi des fluorophores de type DiI, étant le 

Ainsi, trois formulations ont été réalisées comportant soit du DiD uniquement, du DiI 

uniquement, ou un mélange DiI/DiD, siège d’un phénomène de FRET (Figure IV-10). Pour établir un 

s avec des particules non-

FRET en fonction du rapport des intensités 

 

trois formulations ont été créées 

L’étude de complexation a mis en évidence un relargage partiel, voire total, des siARN 

associés aux particules cLNP suivant les rapports molaires N/P inférieurs à 4/1. Il est possible que la 

e complexation suffisamment 

forte. Cependant, une autre théorie possible concerne la dilution trop élevée pouvant nuire à la 

le relargage des siARN. 
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Dans cette étude, les formulations 

l’ordre de 20 à 40 mg/mL (m/v), après les étapes de dialyse. Pour les applications de transfection, 

d’importantes dilutions ont lieu lors des étapes de complexation et de mise au contact avec les 

cellules. En effet, les concentrations finales en LNP peuvent être diminuées jusqu’à 10 µg/mL (m/v), 

soit une dilution approximativement au 2500°. Dès lors, des tests préliminaires ont été réalisés sur 

cLNPa avec diverses dilutions dans un tampon salin (Figur

maximum jusqu’au 45000° pour ne pas descendre en dessous des limites de détection de 

fluorescence. 

Figure IV-11. Stabilité à la dilution des particules cLNPa

DiD/DiI après étalonnage pour chaque dilution dans un tampon PBS 1X. Quatre dilutions ont été testées sur 24 

heures – au 100° (rouge), 1250° (orange), 2500° (vert) et 45000° (marron) (n=3).

 

L’augmentation de la dilution dans le tampon PBS 1X (du 100° au 4500

pourcentage de FRET dès l’incubation des particules (T0). En effet, alors que le pourcentage FRET est 

de 100% après dilution au 100° (rouge), il diminue progressivement à 93% après dilution au 1250° 

(orange), puis à 90% après dilution au 250

fortes dilutions, en atteste l’absence totale de FRET après dilution des particules au 45000°. Ainsi, la 

dilution semble affectée la stabilité des particules cationiques cLNPa. Néanmoins, pour des tem

courts, jusqu’à 6 heures, le pourcentage FRET ne diminue pas prouvant un certain maintien de 

l’intégrité de ces particules. En revanche, pour des temps d’incubation plus longs (24 heures), une 

perte de stabilité colloïdale des particules cLNPa semble se

pourcentage FRET de respectivement 10%, 15% et 20% pour des dilutions au 100°, au 1250° ou au 

2500°. 
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Dans cette étude, les formulations particulaires utilisées présentent des concentrations de 

l’ordre de 20 à 40 mg/mL (m/v), après les étapes de dialyse. Pour les applications de transfection, 

d’importantes dilutions ont lieu lors des étapes de complexation et de mise au contact avec les 

lules. En effet, les concentrations finales en LNP peuvent être diminuées jusqu’à 10 µg/mL (m/v), 

soit une dilution approximativement au 2500°. Dès lors, des tests préliminaires ont été réalisés sur 

cLNPa avec diverses dilutions dans un tampon salin (Figure IV-11). La dilution a été effectuée au 

maximum jusqu’au 45000° pour ne pas descendre en dessous des limites de détection de 

11. Stabilité à la dilution des particules cLNPa : le pourcentage de FRET a été établi par le calcul 

/DiI après étalonnage pour chaque dilution dans un tampon PBS 1X. Quatre dilutions ont été testées sur 24 

au 100° (rouge), 1250° (orange), 2500° (vert) et 45000° (marron) (n=3). 

L’augmentation de la dilution dans le tampon PBS 1X (du 100° au 4500

pourcentage de FRET dès l’incubation des particules (T0). En effet, alors que le pourcentage FRET est 

de 100% après dilution au 100° (rouge), il diminue progressivement à 93% après dilution au 1250° 

(orange), puis à 90% après dilution au 2500° (vert). Ce phénomène devient plus important pour les 

fortes dilutions, en atteste l’absence totale de FRET après dilution des particules au 45000°. Ainsi, la 

dilution semble affectée la stabilité des particules cationiques cLNPa. Néanmoins, pour des tem

courts, jusqu’à 6 heures, le pourcentage FRET ne diminue pas prouvant un certain maintien de 

l’intégrité de ces particules. En revanche, pour des temps d’incubation plus longs (24 heures), une 

perte de stabilité colloïdale des particules cLNPa semble se produire avec une diminution du 

pourcentage FRET de respectivement 10%, 15% et 20% pour des dilutions au 100°, au 1250° ou au 
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soit une dilution approximativement au 2500°. Dès lors, des tests préliminaires ont été réalisés sur 
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maximum jusqu’au 45000° pour ne pas descendre en dessous des limites de détection de 

 

le pourcentage de FRET a été établi par le calcul 

/DiI après étalonnage pour chaque dilution dans un tampon PBS 1X. Quatre dilutions ont été testées sur 24 

L’augmentation de la dilution dans le tampon PBS 1X (du 100° au 45000°) diminue le 

pourcentage de FRET dès l’incubation des particules (T0). En effet, alors que le pourcentage FRET est 

de 100% après dilution au 100° (rouge), il diminue progressivement à 93% après dilution au 1250° 

0° (vert). Ce phénomène devient plus important pour les 

fortes dilutions, en atteste l’absence totale de FRET après dilution des particules au 45000°. Ainsi, la 

dilution semble affectée la stabilité des particules cationiques cLNPa. Néanmoins, pour des temps 

courts, jusqu’à 6 heures, le pourcentage FRET ne diminue pas prouvant un certain maintien de 

l’intégrité de ces particules. En revanche, pour des temps d’incubation plus longs (24 heures), une 

produire avec une diminution du 

pourcentage FRET de respectivement 10%, 15% et 20% pour des dilutions au 100°, au 1250° ou au 
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En conclusion, jusqu’à une dilution au 2500° et sur des périodes allant jusqu’à 6 heures, les 

particules gardent une remarquable stabilité colloïdale en dépit des conditions (FRET

84,6%). La même expérience a été réitérée afin de confirmer la forte stabilité colloïdale de cLNPa, 

mais également pour comparer ces résultats avec cLNPb (Figure IV

dilution au 2500° comme précédemment, il apparait que ces deux formulations particulaires sont 

extrêmement stables dans le tampon PBS 1X (FRET (T6h

 

Figure IV-12. Stabilité à la dilution des particules cLNPa et cLNPb

(rouge) et cLNPb (bleu) maintiennent une très forte stabilité, au moins sur 6 heures, après dilution au 1/2500 

(n=3). 

 

Admettant les conditions décrites précédemment pour la transfection 

[siARN]f = 20 nM), ces dilutions peuvent être rapportées aux différents rapports molaires N/P 

(Tableau IV-2). Pour une même dilution, cLNPa et cLNPb ne permettent pas d’accéder aux mêmes 

rapports N/P. En effet,  comme décrit dans le chapitre III, la quantité de DO

couronne est plus élevée dans les particules cLNPa que dans les particules cLNPb. Ainsi, il est 

nécessaire d’ajouter un volume de cLNPb plus élevé pour obtenir le même rapport N/P.

Pour cLNPb, au rapport molaire 2/1, aucune complexatio

par un relargage totale de siARN (Figure IV

sur les nanoparticules cLNPb (≈ 2500°) démontre une intégrité totale des particules (Figure IV

Ainsi, la faible efficacité de complexation observée aux rapports molaires inférieurs à 4/1 n’est 

probablement pas due à une perte d’intégrité des nanoparticules.
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quable stabilité colloïdale en dépit des conditions (FRET

84,6%). La même expérience a été réitérée afin de confirmer la forte stabilité colloïdale de cLNPa, 

mais également pour comparer ces résultats avec cLNPb (Figure IV-12). Ainsi, en ma

dilution au 2500° comme précédemment, il apparait que ces deux formulations particulaires sont 

extrêmement stables dans le tampon PBS 1X (FRET (T6h ; 2500°) > 90%). 

12. Stabilité à la dilution des particules cLNPa et cLNPb : les nanoparticules cationiques cLNPa 

(rouge) et cLNPb (bleu) maintiennent une très forte stabilité, au moins sur 6 heures, après dilution au 1/2500 

Admettant les conditions décrites précédemment pour la transfection 

= 20 nM), ces dilutions peuvent être rapportées aux différents rapports molaires N/P 

2). Pour une même dilution, cLNPa et cLNPb ne permettent pas d’accéder aux mêmes 

rapports N/P. En effet,  comme décrit dans le chapitre III, la quantité de DOTAP contenue dans la 

couronne est plus élevée dans les particules cLNPa que dans les particules cLNPb. Ainsi, il est 

nécessaire d’ajouter un volume de cLNPb plus élevé pour obtenir le même rapport N/P.

Pour cLNPb, au rapport molaire 2/1, aucune complexation n’était observée, matérialisée 

par un relargage totale de siARN (Figure IV-2). Pourtant, à ce rapport molaire, la dilution 

≈ 2500°) démontre une intégrité totale des particules (Figure IV

cacité de complexation observée aux rapports molaires inférieurs à 4/1 n’est 

probablement pas due à une perte d’intégrité des nanoparticules. 
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Rapport molaire N/P 

1/1 2/1 4/1 8/1 12/1 

cLNPa Dilution 
[DOTAP] (µg/mL) 

13944° 
0,53 

6972° 
1,06 

3486° 
2,11 

1743° 
4,23 

1162° 
6,34 

cLNPb Dilution 
[DOTAP] (µg/mL) 

5566° 
0,58 

2783° 
1,17 

1392° 
2,33 

696° 
4,67 

464° 
7,00 

Tableau IV-2. Dilutions imposées aux particules cLNP au regard des rapports N/P : dans les gammes de travail 

appliquées, des niveaux de dilution très élevés sont nécessaires. 

 

En conclusion, le défaut de complexation observé dans les faibles rapports N/P n’est pas dû 

à une instabilité des nanovecteurs N/P lors de la dilution. En outre, au rapport molaire N/P choisi, le 

rapport 12/1, la dilution imposée autorise une intégrité totale des particules, autorisant 

l’encapsulation de molécules dans le cadre de multi-délivrance, sans risque de relargage. 

 

3.3. Stabilité des cLNP dans le milieu de culture utilisé pour la 

transfection 

Une autre question soulevée lors de ce chapitre concerne la stabilité des particules dans les 

milieux de culture supplémentés par du sérum. En effet, la rétention des siARN à la surface des 

particules cLNPa a été autorisée jusqu’à 6 heures. Cependant, l’utilisation de cLNPb a entraîné un 

relargage d’environ 10 à 20% de siARN au cours de cette même période. 

La littérature décrit une stabilité des nanoémulsions sensibles à la présence de protéines 

sériques [13]. En effet, les protéines sériques étant chargées négativement, elles peuvent interagir 

avec les nanoparticules cationiques dont le recouvrement PEG a été diminué. En plus du potentiel 

établissement d’une liaison électrostatique, les protéines sériques peuvent fusionner avec la couche 

lipidique de la couronne. Ainsi, l’incubation dans ce type de milieu peut nuire à la complexation avec 

les siARN, par compétition, mais également induire une déstabilisation des nanoémulsions. En ce 

sens, l’évolution du signal FRET, après incubation des particules dans un milieu complémenté, peut 

permettre de mesurer la stabilité colloïdale de ces vecteurs dans de telles conditions (Figure IV-13). 

Les particules cLNPa, diluées au 2500°, démontrent une légère sensibilité aux protéines 

sériques avec une diminution de 20% du signal FRET, après 6 heures d’incubation dans le milieu de 

culture utilisé pour la transfection (RPMI 6,8% SVF + OptiMEM). Ainsi, ces particules offrent une 
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résistance élevée avec un maintien de l’intégrité du signal FRET, et donc de leur stabilité colloïdale, 

supérieur à 80% (Figure IV-13). Dans les mêmes conditions, le signal FRET autorisé par les particules 

cLNPb est diminué de 60%, démontrant une sensibilité accrue aux protéines sériques (Figure IV

Cependant, durant la première heure d’incubation, les deux formulations maintienn

totale. Dès lors, malgré une concentration en DOTAP plus importante pour les cLNPa, l’incubation 

dans un milieu complet semble affecter les particules cLNPb de façon plus importante, probablement 

en raison d’un diamètre hydrodynamique sup

par rapport à la particule (voir Tableau III

Figure IV-13. Stabilité dans un milieu de culture complet des particules cLNPa et cLNPb

2500°, les nanoparticules cationiques cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu) démontrent une sensibilité à la présence de 

protéines sériques dans le milieu (RPMI 6,8% SVF + OptiMEM) (n=3).

 

Toutefois, cette expérience a été réalisée à une dilution au 2500° pour les deux particules. 

Or, au rapport molaire 12/1, cLNPa et cLNPb sont respectivement utilisées à une dilution au 1162° et 

464°, soit une dilution moins élevée. Des tests complémentaires semblent ainsi nécessaires pour les 

dilutions utilisées dans les conditions de transfection afin de vérifier

temps d’incubation plus long (> 60 minutes). Néanmoins, cette sensibilité accrue des particules 

possédant un diamètre hydrodynamique plus élevé pourrait être une explication au relargage mineur 

des siARN observé en présence de
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dilutions utilisées dans les conditions de transfection afin de vérifier l’intégrité de cLNPb sur des 

temps d’incubation plus long (> 60 minutes). Néanmoins, cette sensibilité accrue des particules 

possédant un diamètre hydrodynamique plus élevé pourrait être une explication au relargage mineur 

des siARN observé en présence de protéines sériques. 
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, malgré une concentration en DOTAP plus importante pour les cLNPa, l’incubation 

dans un milieu complet semble affecter les particules cLNPb de façon plus importante, probablement 
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13. Stabilité dans un milieu de culture complet des particules cLNPa et cLNPb : après dilution au 

ues cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu) démontrent une sensibilité à la présence de 

Toutefois, cette expérience a été réalisée à une dilution au 2500° pour les deux particules. 

laire 12/1, cLNPa et cLNPb sont respectivement utilisées à une dilution au 1162° et 

464°, soit une dilution moins élevée. Des tests complémentaires semblent ainsi nécessaires pour les 

l’intégrité de cLNPb sur des 

temps d’incubation plus long (> 60 minutes). Néanmoins, cette sensibilité accrue des particules 

possédant un diamètre hydrodynamique plus élevé pourrait être une explication au relargage mineur 
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4. Discussion 

L’utilisation des nanoparticules lipidiques de type cLNP permet une complexation et une 

rétention efficace de siARN. Alors que cLNPa et cLNPb permettent une complexation de 100% des 

siARN à partir d’un rapport molaire de 4/1, les vecteurs polymériques PEI 25k nécessitent un rapport 

allant jusqu’à 20/1 [14], donc un apport de charge 20 fois plus important pour le même résultat. 

Dans les mêmes conditions, les liposomes développés par Kim et al. [15], contenant DOTAP, DOPE, 

Cholestérol et PEG à différents ratios, exigent un rapport molaire de 30/1 pour permettre une 

complexation totale des siARN. D’ailleurs, les lipoplexes utilisés en tant que contrôle de ce chapitre 

démontrent un relargage important de siARN, ceci dans les conditions d’utilisation proposées par le 

fournisseur. Ces résultats induisent qu’une grande concentration en vecteur est nécessaire pour une 

complexation totale des siARN, réduisant la limite des gammes de concentration forte en raison des 

risques de toxicité. Nous avions d’ailleurs décrit au cours du chapitre II les risques de toxicité induits 

par les vecteurs polymériques cationiques naturels et les lipoplexes instables. Enfin, l’étude de Yu et 

al., s’appuyant sur des structures proches des cLNP développées dans cette étude, offre une 

complexation efficace à partir du rapport molaire N/P égal à 8/1 [2], soit un rapport deux fois plus 

élevé que les nanovecteurs cLNPa et cLNPb. Par ailleurs, les particules développées par cette équipe 

présentent des diamètres hydrodynamiques entre 150 et 180 nm. Or, nous avons émis l’hypothèse 

au cours de ce chapitre que des particules de taille plus importante sont plus sensibles à la présence 

de protéines sériques, réduisant alors la stabilité du complexe dans un milieu de culture complet. Dès 

lors, les particules cLNPa et cLNPb semblent présenter un avantage supérieur en termes de 

complexation et de rétention dans les milieux utilisés pour les expériences de transfection. En outre, 

une quantité de charge positive moins élevée nécessaire pour la complexation avec les siARN peut 

être avantageuse pour les critères de toxicité.  

À notre connaissance, peu d’étude ont décrit l’impact de la dilution sur l’intégrité d’une 

nanoémulsion. Néanmoins, les résultats rapportés dans ce chapitre peuvent être discuté au regard 

de la littérature. La dilution des nanoparticules cLNP provoque une diminution de l’intégrité des 

particules. Ainsi, en maintenant le rapport molaire N/P, l’utilisation d’une concentration plus faible 

en siARN (< 20 nM) provoque une diminution de la concentration en cLNP et une dilution plus élevée 

de la solution nanoparticulaire. D’après les résultats concernant la stabilité des particules, la 

diminution de la concentration en nanoparticule est limitée par le risque d’instabilité induit sur la 

particule. Cependant, une étude avec une concentration de siARN à 20 nM peut s’avérer suffisante : 

pour le même type de particule, Kim et al., ainsi que Yu et al., effectuent des transfections in vitro à 

une concentration en siARN entre 20 nM et 75 nM [2, 4]. En outre, la concentration en cLNP peut 
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être maintenue malgré la diminution de la quantité de siARN, augmentant ainsi le rapport molaire 

N/P en conséquence. 

 

5. Conclusion 

Ce chapitre avait pour objectif de prouver la faisabilité d’une complexation rapide, simple 

et post-formulation entre des séquences d’acides nucléiques et des nanoparticules lipidiques de type 

cLNP. De plus, des caractéristiques permettant une rétention élevée étaient désirées, tant pour 

autoriser un protocole adapté à des applications de type criblage haut-débit, que pour éviter un 

relargage des siARN avant l’internalisation du complexe. 

La complexation des siARN par les nanoparticules développées dans cette étude, ainsi que 

la rétention à leur surface, ont été optimisées afin d’éviter le relargage de séquences d’acides 

nucléiques. En effet, pour un rapport molaire N/P de 12/1, l’ensemble des siARN sont retrouvés sur 

les particules, avec en moyenne une distribution d’environ 12 et 17 siARN par cLNPa et cLNPb. Une 

complexation suivant un protocole de mixage de 30 minutes post-formulation (voir protocole page 

139) répond aux contraintes imposées pour cette étude. En outre, le maintien de l’intégrité des 

particules, dans les conditions autorisant la transfection de siARN à 20 nM, autorise l’encapsulation 

de molécules hydrophobes ou lipophiles dans le cadre de délivrance multiple. Ainsi, la molécule 

choisie pour intégrer le cœur (fluorophores, médicaments, …) peut être intégrée pendant la 

formulation, tandis que le siARN est complexé sur la surface cationique après les étapes de 

purification. 

Pour une étude complète de la délivrance de siARN, la rétention et le relargage nécessitent 

d’être caractérisés. Au cours de ce chapitre, nous n’avons développé que la première partie en 

rapportant une rétention forte. Néanmoins, des tests complémentaires sont possibles, notamment 

en étudiant le relargage des siARN suivant le pH imposé à la solution. En effet, selon la littérature, ce 

type de particule est caractérisé par une internalisation essentiellement par des voies d’endocytose. 

Il semble alors légitime d’étudier l’impact de la diminution du pH, lors de la différenciation de 

l’endosome en lysosome, sur les liaisons électrostatiques entre les siARN et les nanovecteurs 

cationiques, voire même sur l’intégrité de ces derniers [14, 16]. Après la formulation des 

nanoparticules lipidiques cationiques, ainsi que la caractérisation de la complexation et de la 

rétention avec les siARN, des expériences in vitro nécessitent d’être réalisées pour étudier 

l’interaction des complexes avec les cellules. En outre, les études de transfection de siARN 

fonctionnels sont rapportées lors du chapitre V. 
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Les nanoparticules lipidiques cationiques développées au cours de ce travail de thèse ont 

démontré une efficacité de complexation et de rétention élevée avec de courtes séquences d’acides 

nucléiques telles que des siARN. Afin de favoriser l’induction du mécanisme d’ARNi de façon 

exogène, les siARN complexés aux nanoparticules cLNP nécessitent de traverser la membrane 

plasmique et d’accéder au compartiment cytoplasmique (voir chapitre I). Ainsi, l’objectif de ce 

chapitre est de démontrer l’internalisation des particules cLNP complexées aux siARN, ainsi que 

l’efficacité d’inhibition fonctionnelle permise par le relargage de ces courts fragments d’ARN 

interférent au niveau du cytoplasme. En outre, des études détaillant les avantages de ces vecteurs 

sont abordées, notamment en termes de suivi de distribution et d’innocuité. Un positionnement de 

ces vecteurs par rapport à l’état de l’art est également proposé par une comparaison des différentes 

caractéristiques avec des agents commerciaux ou issus de la littérature.  

 

1. Transfection : internalisation des siARN 

1.1. Internalisation des nanoparticules cLNP 

Dans le chapitre précédent, nous avons mentionné que la complexation avec les siARN 

n’entraîne aucune évolution du diamètre hydrodynamique ou du potentiel zêta des vecteurs cLNP. 

Ainsi, l’internalisation des nanoparticules cLNP a été étudiée afin de vérifier leur capacité à traverser 

la membrane plasmique et, par conséquent, à transporter de courtes séquences d’acides nucléiques 

telles que les siARN. 

Il est tout à fait vraisemblable que les charges positives des cLNP favorisent l’interaction de 

ces particules avec les cellules dont la membrane plasmique est chargée négativement. Les 

caractéristiques du cœur de ces nanoparticules permettent une encapsulation de fluorophores 

lipophiles, comme pour les expériences de stabilité par principe de FRET effectuées précédemment. 

Ces propriétés avantageuses permettent alors le suivi de la distribution des nanoparticules (Figure V-

1). 

Ainsi, une détermination qualitative de l’internalisation des cLNP est visualisée par 

l’observation microscopique de la fluorescence du DiD contenu dans les particules : après 6 heures 

d’incubation à une concentration permettant un rapport N/P de 12/1 (pour [siARN] = 20 nM), les 

nanoparticules cLNPa (rouge) sont observées dans les cellules PC3 dont le noyau est marqué par du 

DAPI, un marqueur nucléaire fluorescent (bleu) se liant fortement aux bases adénines et thymines de 

l’ADN (Figure V-1). Le signal de fluorescence DiD observé est principalement ponctué dans les zones 

périnucléaires des cellules traitées. Ainsi, la fluorescence DiD contenu dans les particules (rouge) 
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semble confinée à l’intérieur de vésicules au niveau du compartiment cytoplasmique des cellules PC3 

(Figure V-1). Ces vésicules localisées dans les zones périnucléaires sont vraisemblablement des 

endosomes, attestant de l’entrée des particules dans les cellules. Certaines cellules présentent 

également une fluorescence rouge périnucléaire diffuse, révélant probablement un échappement 

des vésicules précédemment décrite, et une libération dans le cytoplasme des cellules (Figure V-1). 

De plus, la distribution des particules, visualisée en rouge, apparaît homogène entre les différentes 

cellules. 

 

 

Figure V-1. Imagerie de l’internalisation des cLNPa dans les cellules PC3 : les cellules PC3 sont incubées 6 

heures avec des nanoparticules cLNPa-DiD ([DOTAP] = 6,12 µg/mL). Les noyaux cellulaires sont marqués en 

DAPI. Analyse par microscope Zeiss doté d’un module Apotome. 

 

Une étude complémentaire est effectuée à travers l’utilisation de l’imagerie hyperspectrale 

(Figure V-2). L’imagerie hyperspectrale est une technique permettant l’analyse de données sur des 

dimensions spatiales et spectrales [1] (voir annexe 4). Par ce procédé, une image est capturée tous 

les deux nanomètres pour les plages spectrales visible et proche infrarouge (400 à 1000 nm). Les 300 

images monochromatiques résultantes sont alors compilées pour produire le spectre de chaque 

pixel. Ainsi, après avoir défini les spectres des cellules n’ayant pas subi de traitement, l’analyse des 

variations spectrales permet de mesurer l’impact de l’incubation de différents composés [2, 3]. Dans 

le cadre de notre étude, la présence des nanoparticules incubées avec les vecteurs peut être 
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déterminée par une identité spectrale différente de celle des cellules non

la composition des nanoparticules étant proche des composants naturels des cellules, la 

discrimination des vecteurs apparaît difficile

même origine est complexe. En outre, cette difficulté peut être accrue par le faible diamètre 

hydrodynamique des particules, c’est pourquoi nous rapportons dans ce chapitre uniquement les 

résultats obtenus sur cLNPb dont la taille est plus importante. Afin d’analyser les données obtenues, 

nous nous sommes appuyés sur l’expertise de Cytoviva®. Les nanovecteurs cLNPb ont été incubés 30 

minutes et 2 heures en présence des cellules PC3, puis les données spectra

été recueillies. 

 

Figure V-2. Étude de l’internalisation de cLNPb par imagerie hyperspectrale : 

pendant 30 minutes ou 2 heures en présence de cLNPb. Les zones représentées en rouge indiquent la pr

de nanoparticules à l’intérieur de la cellule tandis que les zones vertes montrent les particules en solution, non 

internalisées. Analyse par imagerie hyperspectrale.
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discrimination des vecteurs apparaît difficile : en effet, la dissociation de deux spectres ayant une 
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L’analyse des images démontrent une internalisation des particules visualisée après 

seulement 30 minutes d’incubation. En effet, le nombre de pixel associé à l’identité spectral des 

nanoparticules en solution (vert) est 18,7 fois plus faible que le nombre de pixel associé aux 

particules internalisées dans les cellules (rouge). Après 2 heures d’incubation, cette différence 

devient plus importante avec 102,9 fois plus de pixels associés aux spectres de nanoparticules 

internalisées (Figure V-2). La quantité de pixels associés aux nanoparticules dans les cellules 4,2 fois 

plus élevée permet de rapporter une augmentation importante de l’internalisation des nanovecteurs 

cLNPb au cours du temps. Les photographies analysées semblent cependant démontrer une 

hétérogénéité de la distribution des nanoparticules entre les cellules PC3. Alors que certaines cellules 

en sont dépourvues, d’autres comptent un nombre élevé de pixel associé aux particules cLNPb. 

Néanmoins, les observations microscopiques précédentes ont démontré une certaine homogénéité 

de la distribution des nanoparticules. Au regard du faible nombre de cellules analysées et des limites 

de cette technique, il apparaît difficile de valider une interprétation concernant l’évaluation de la 

distribution des particules lipidiques. 

 

Afin de quantifier cette internalisation sur un nombre important de cellules (104), nous 

nous sommes appuyés sur des expériences de cytométrie en flux (voir protocole page 144). Ainsi, les 

cellules PC3 ont été incubées avec une concentration en nanoparticules cLNPa et cLNPb permettant 

un rapport molaire N/P égal à 12/1 (pour [siARN] = 20 nM), et contenant une même concentration 

en fluorophore DiD ([DiD] = 0,3 µM), durant différentes périodes de 30 minutes à 6 heures (voir 

protocole page 144). En outre, l’interaction des nanoparticules lipidiques cationiques cLNP avec les 

cellules a été comparée à celle des nanoparticules lipidiques neutres LNP de diamètre 

hydrodynamique équivalent, respectivement 50 nm pour cLNPa et 80 nm pour cLNPb. 

Les deux types de nanoparticules cationiques, cLNPa et cLNPb, présentent un profil 

d’interaction avec les cellules PC3 similaire : l’intensité de fluorescence DiD augmente rapidement 

jusqu’à 3 heures d’incubation puis présente un plateau démontrant une interaction maximale jusqu’à 

6 heures (Figure V-3). Au contraire, l’intensité de fluorescence associée aux particules neutres LNP ne 

varie que légèrement jusqu’à 3 heures (> 95% plus faible par rapport à cLNP), puis augmente 

fortement jusqu’à 6 heures d’incubation. Néanmoins, après 6 heures d’incubation, l’intensité 

apportée par les nanoparticules neutres LNP F50 et F80 contenant du DiD reste respectivement 1,3 

fois et 1,7 fois inférieure à l’intensité de fluorescence après incubation des particules cLNPa et cLNPb 

(Figure V-3). Ainsi, les nanoparticules cationiques démontrent une interaction plus élevée avec les 

cellules pour les temps courts et les temps longs d’incubation. 
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Malgré un profil similaire, l’interaction des nanoparticules cLNPa avec les cellules PC3 

apparaît plus rapide qu’avec les particules cLNPb de taille supérieure

fluorescence après 1h30 d’incubation avec cLNPb est 25% plus faible qu’après incubation de cLNPa 

dans les mêmes conditions. Cet écart se réduit néanmoins au cours du temps, de par le plateau 

atteint par les particules cLNPa, avec une différence d’i

heures d’incubation (Figure V-3).

 

Figure V-3. Internalisation des cLNP dans les cellules PC3 : 

heures avec des nanoparticules cLNPa, cLNPb, F50 et F80. L’interactio

est comparée avec F50 (orange clair) (en haut à gauche). L’interaction de cLNPb (bleu foncé) avec les cellules est 

comparée avec F80 (bleu clair) (en haut à droite). L’évolution de l’intensité de fluorescence émis

contenu dans les cellules PC3 après incubation avec cLNPa (en bas à gauche) et cLNPb (en bas à droite) est 

rapportée ([DOTAP] = 6,13 µg/mL –

(FACS BD LSRII). 

 

En outre, après 30 minutes d’incubation en présence de cLNPa, la majorité des cellules 

présente une intensité de fluorescence positive pour le 

démontrent une interaction avec l’ensemble des 10
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3). 

3. Internalisation des cLNP dans les cellules PC3 : les cellules PC3 sont incubées pendant plusieurs 

heures avec des nanoparticules cLNPa, cLNPb, F50 et F80. L’interaction de cLNPa (rouge foncé) avec les cellules 

est comparée avec F50 (orange clair) (en haut à gauche). L’interaction de cLNPb (bleu foncé) avec les cellules est 

comparée avec F80 (bleu clair) (en haut à droite). L’évolution de l’intensité de fluorescence émis

contenu dans les cellules PC3 après incubation avec cLNPa (en bas à gauche) et cLNPb (en bas à droite) est 

– [DiD] = 0,3 µmol/L) (n=3). Analyse par cytométrie en flux sur 10

En outre, après 30 minutes d’incubation en présence de cLNPa, la majorité des cellules 

présente une intensité de fluorescence positive pour le DiD (≈ 97%). Ainsi, les particules cLNPa 

démontrent une interaction avec l’ensemble des 104 cellules analysées. L’analyse de l’intensité de 

fluorescence émise par le DiD contenu dans les cellules PC3, après incubation avec les particules 
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cLNPa, révèle une distribution homogène caractérisée par un pic de distribution étroit (Figure V-3). 

L’interaction des cLNPb avec les cellules PC3 est visualisée plus lente sur des temps d’incubation 

court : seulement 78% des cellules PC3 sont positives pour le DiD après 30 minutes d’incubation. 

Néanmoins, après 1h30 d’incubation, la majorité des 104 évènements analysés est positive attestant 

une forte interaction avec cLNPb (> 95%). Ainsi, en plus de la charge, la taille des particules semble 

également être un critère important étant donné l’interaction plus rapide avec les cellules de cLNPa 

par rapport à cLNPb. 

 

Au regard des observations microscopiques, il est tout à fait vraisemblable que cette 

capture soit associée à une internalisation par les cellules (Figures V-1 et V-2). Par ailleurs, l’analyse 

des données tend à prouver une distribution homogène entre les cellules traitées : la cytométrie en 

flux étant beaucoup plus sensible que l’analyse par imagerie hyperspectrale, déjà limitée par la 

composition lipidique des nanovecteurs cLNP, la distribution homogène est attestée par un pic de 

distribution de la fluorescence DiD étroit (Figure V-3). Au regard des caractéristiques de 

complexation avec les siARN et de ces études sur la capture des cLNP par les cellules, l’internalisation 

des siARN dans les cellules apparaît probable. Néanmoins, des expériences complémentaires ont été 

effectuées afin de vérifier ce paramètre, notamment par l’étude de l’internalisation de siARN 

marqués par une molécule fluorescente. 

 

1.2. Transfection des siARN 

L’induction de l’ARNi, induit par la transfection de siARN, nécessite le passage de la 

membrane plasmique des cellules et le relargage de ces séquences d’acides nucléiques dans le 

cytoplasme. Afin de prouver la première étape, avec l’internalisation des siARN, les cellules PC3 ont 

été incubées durant différentes périodes en présence de complexes cLNP/siARN à un rapport molaire 

N/P égal à 12/1 (voir protocole page 144). Tandis que les cLNP utilisées encapsulent un fluorophore 

lipophile, les siARN sont marqués par l’Alexa488 afin de permettre une analyse en cytométrie en flux 

en suivant les deux paramètres de fluorescence (Figure V-4). En outre, une incubation des cellules 

traitées avec du bleu trypan autorise une inhibition de la majorité de la fluorescence extracellulaire, 

pour une analyse spécifique de l’internalisation des siARN. En effet, ce colorant a la particularité de 

ne pas être internalisé par les cellules vivantes, l’intégrité de la membrane constituant un obstacle 

pour ce type de molécule (4, 5). Ainsi, avec un spectre d’absorption recouvrant le spectre d’émission 

de fluorescence de l’Alexa488, une inhibition de la fluorescence des siARN marqués est possible, par 
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un phénomène de FRET, sur une distance allant jusqu’à 4,2 nm autorisant une efficacité 

d’énergie d’au moins 50% (6). Le bleu trypan étant limité au milieu extracellulaire, l’inhibition par un 

phénomène de FRET ne peut être exercée dans la cellule, assurant une étude de l’internalisation des 

molécules couplés à l’Alexa 488 (7, 8)
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heures avec les complexes cLNP/siARN-Alexa488. Les siARN-Alexa488 sont représentés en vert tandis que 

l’internalisation des particules est rappelée en rouge. L’incubation avec 1% de bleu trypan avant l’analyse 

autorise l’inhibition de la fluorescence extracellulaire des siARN-Alexa488 ([siARN-Alexa488] = 20 nM 

12/1) (n=6). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
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Après 6 heures d’incubation, l’internalisation des siARN vraisemblablement associées aux 

nanoparticules cLNPb apparaît 1,6 fois inférieure à l’internalisation avec les particules cLNPa, pour la 

même concentration en DOTAP (Figure V-4). Cette différence peut être expliquée par une interaction 

plus faible des cLNPb avec les cellules PC3, par rapport à celle observée avec les nanoparticules 

cLNPa (Tableau V-1). En effet, admettant un rapport molaire N/P de 12/1 et une internalisation 

totale des siARN complexés avec cLNPa, il apparaît que la concentration en DiD théoriquement 

internalisée dans les cellules avec cLNPb doit être environ 1,57 fois plus faible par rapport à cLNPa 

(Tableau V-1). Or, nous avons effectivement observé précédemment que le signal de fluorescence 

DiD lors de l’incubation des particules est plus faible avec cLNPb par rapport à cLNPa, dans les 

mêmes conditions (Figures V-3 et V-4). 

 

 cLNPa cLNPb 

Quantité cLNP  

(pour N/P = 12/1 - [siARN] = 20 nM) 
4,9.1011 3,6.1011 

DiD/particule  

(pour [DiD] = 0.3 µM) 
6,12.10-13 µmole 8,3. 10-13 µmole 

Quantité siARN totale 
6.1012 

(12 siARN/cLNPa) 

6.1012 

(17 siARN/cLNPa) 

Quantité siARN internalisés 

(admettant 100% avec cLNPa) 
6.1012 

3,75.1012 

(6.10
12

/1,6) 

Quantité cLNP internalisées 

(admettant 100% avec cLNPa) 
4,9.1011 2,24.1011 

Concentration DiD internalisé 

(admettant 100% avec cLNPa) 
0,3 µM 0,19 µM 

Tableau V-1. Calcul des quantités de produit internalisé : Les calculs ont été effectués à partir des données 

théoriques définies dans le chapitre IV, en admettant une internalisation 1,6 fois plus faible de siARN. 

 

Comme précédemment, la distribution des siARN entre les différentes cellules semble 

homogène au regard de la distribution du signal d’intensité de fluorescence de l’Alexa488 entre les 

104 cellules analysées (Figure V-4). Néanmoins, les pics représentant la distribution des siARN dans 

les cellules paraissent plus élargis après transfection avec les nanoparticules cLNPb par rapport à 

cLNPa (Figure V-4). Pour expliquer cette différence, notre hypothèse concerne la quantité de siARN 

internalisée dans les cellules PC3. En effet, d’après les calculs effectués dans le tableau V-1, 6.1012 
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siARN sont internalisés après 6 heures de transfection avec cLNPa alors que cette quantité n’est que 

de 3,75.1012 avec cLNPb. En outre, la quantité de cLNPa théoriquement internalisée est également 

2,2 fois plus élevée que pour cLNPb. Ainsi, dans les mêmes conditions, un plus grand nombre de 

particule et de siARN provoque une répartition plus homogène entre les différentes cellules, 

expliquant alors les pics plus étroits avec les siARN transportés par les cLNPa. 

 

Dans leur étude, Kong et al. quantifient l’internalisation des siARN transfectés avec un 

vecteur de type NLC et un agent commercial, la Lipofectamine 2000 [9]. Après optimisation de la 

quantité de nanoparticules nécessaire par augmentation du rapport N/P, cette équipe mesure une 

internalisation des siARN dans 87,7% des cellules HepG2 traitées, après 2 heures d’incubation avec le 

complexe NLC/siARN développé dans leur laboratoire [9]. En comparaison, ils estiment une 

internalisation des siARN dans seulement 47,8% des cellules traitées avec le complexe Lipofectamine 

2000/siARN [9]. Dans notre étude, après 1h30 d’incubation en présence des complexes cLNP/siARN, 

plus de 95% des cellules PC3 traitées démontrent une internalisation des séquences d’acides 

nucléiques (Figure V-4). Mieux encore, les cLNPa autorisent l’internalisation des siARN dans 98% des 

cellules PC3 traitées après seulement 30 minutes d’incubation (Figure V-4). Au regard de ces 

éléments, il apparaît que les cLNP que nous avons développé dans ce travail de thèse permettent 

une transfection très efficace des siARN dans les cellules PC3. Toutefois, pour provoquer le 

déclenchement de l’ARNi, les séquences d’ARN interférents nécessitent d’être libérées au niveau du 

compartiment cytoplasmique. Dès lors, la question se pose concernant les mécanismes 

d’internalisation : une entrée dans la cellule par un mécanisme d’endocytose peut exiger une 

stratégie adéquate pour favoriser l’échappement endosomal et l’induction du mécanisme d’ARNi. La 

compréhension de l’interaction des complexes cLNP/siARN avec les cellules est alors nécessaire. 

 

1.3. Les mécanismes d’internalisation des complexes cLNP/siARN 

La délivrance de molécules par des vecteurs de type LNP peut être soumise à des 

limitations au cours de l’internalisation (voir chapitre I). En effet, le passage de la membrane 

plasmique par des mécanismes d’endocytose peut limiter la délivrance intra-cytoplasmique de 

siARN, notamment en raison des difficultés d’échappement des vésicules d’endosome avant la 

dégradation lysosomale [10]. Afin de connaître les potentiels limites de l’utilisation des cLNP comme 

vecteur de séquences d’acides nucléiques, une étude des voies d’internalisation est nécessaire 
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(Figures V-5 et V-6). Ces études lourdes se sont focalisées sur les nanoparticules cLNPa démontrant 

des caractéristiques d’internalisation plus fortes. 

Nous avons réalisé une étude des voies d’internalisation des complexes cLNP/siARN après 2 

heures d’incubation en utilisant des inhibiteurs reconnus tels que (voir protocole page 144) :  

- Nocodazole : cet agent biologique antimitotique entraîne la dépolymérisation des 

microtubules en se fixant sur une arginine de la β-tubuline. Les microtubules sont 

importants in vitro pour maintenir la distribution périnucléaire du compartiment tardif 

des vésicules d’endocytose. Ils facilitent également la fusion des vésicules dérivées des 

endosomes précoces vers les endosomes tardifs [11, 12] ; 

- Cytochalasine A : ces métabolites fongiques ont la capacité de se lier aux filaments 

d’actine et de bloquer leur polymérisation et leur allongement. Les filaments d’actine 

sont importants lors de l’invagination de la membrane plasmique se déroulant pendant 

les différents mécanismes d’endocytose [13] ; 

- Génistéine : ce polyphénol est un inhibiteur des protéines kinases spécifiques de la 

tyrosine associée aux récepteurs. Il entraîne une perturbation locale du réseau d’actine 

au site d’endocytose. De plus, il inhibe le recrutement de la dynamine II indispensable à 

l’absorption médiée par les cavéolines [14, 15] ; 

- Chlorpromazine : cette molécule permet l’inhibition de l’endocytose clathrine-

dépendante par une translocation réversible de la clathrine vers les vésicules 

intracellulaires [16]. 

La cinétique rapide de capture des cLNP et des siARN sur les cellules PC3 permet d’utiliser 

ces inhibiteurs dont une incubation trop longue sur les cellules induit une mortalité élevée. 

Dans un premier temps, l’incubation des nanoparticules cLNPa-DiD a été analysée suite à 

ces divers traitements (Figure V-5). Après une incubation de deux heures de ces particules à 4°C, 

l’intensité de fluorescence DiD mesurée dans les cellules est diminuée de 61%, indiquant bien que les 

mécanismes d’internalisation des nanoparticules sont des phénomènes actifs nécessitant de 

l’énergie. En effet, lors d’incubations à faible température, les mécanismes cellulaires sont fortement 

ralentis conduisant à une très forte inhibition de l’internalisation des particules cLNPa-DiD, quelles 

que soient les voies d’entrée utilisées. En revanche, le traitement avec les molécules de Nocodazole 

et Génistéine d’induit aucune variation significative par rapport à l’incubation des particules dans les 

cellules PC3 non-traitées. Ces données indiquent que l’internalisation des nanoparticules cLNPa n’est 

pas médiée par des voies d’endocytose dépendante des cavéolines. Au contraire, le traitement avec 

les molécules de Cytochalasine A et de Chlorpromazine provoque une forte diminution de l’intensité 
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Figure V-5. Inhibition des voies d’internalisation dans les cellules PC3 : 

pendant 2 heures en présence de cLNPa

pendant 30 minutes ([DOTAP] = 6,13 µg/mL 

par cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII 

 

Ainsi, l’internalisation des nanoparticules cLNPa

principalement médiée par des voies d’internalisation dépendante des clathrine. En outre, les 

filaments d’actine semblent indispensables pour l’entrée de ces particules dans

notamment pour leur action lors de l’invagination créant les vésicules endosomales. Les études de 

Sahay et al. ont décrit l’internalisation de nanoparticules liposomales de 70 à 80 nm, à 50 nM, par les 

voies de macropinocytose essentiellemen

vésicules d’endosome tardif [17]. Sachant que ces mécanismes d’internalisation sont fortement 

dépendants de la taille des particules, mais aussi de la concentration d’utilisation, il peut être 

intéressant d’effectuer une étude plus approfondie sur les différentes voies d’entrée des siARN, 

notamment par une inhibition des voies de macropinocytose et des études de co

la distribution intra-cellulaire. Néanmoins, il paraît très probable que 
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de fluorescence DiD mesurée dans les cellules : ces traitements induisent une inhibition de 

respectivement 73% et 80% concernant l’internalisation des nanoparticules cLNPa

5. Inhibition des voies d’internalisation dans les cellules PC3 : les cellules PC3 ont été incubées 

pendant 2 heures en présence de cLNPa-DiD après traitement avec divers inhibiteurs des voies d’internalisation 

utes ([DOTAP] = 6,13 µg/mL – [DiD] = 0,3 µmol/L) (n=3). Analyse de l’intensité de fluorescence 

cellules (FACS BD LSRII – Canal DiD). 

Ainsi, l’internalisation des nanoparticules cLNPa-DiD dans les cellules PC3 semble 

principalement médiée par des voies d’internalisation dépendante des clathrine. En outre, les 

filaments d’actine semblent indispensables pour l’entrée de ces particules dans

notamment pour leur action lors de l’invagination créant les vésicules endosomales. Les études de 

ont décrit l’internalisation de nanoparticules liposomales de 70 à 80 nm, à 50 nM, par les 

voies de macropinocytose essentiellement. Les macropinosomes fusionnent ensuite avec les 

vésicules d’endosome tardif [17]. Sachant que ces mécanismes d’internalisation sont fortement 

dépendants de la taille des particules, mais aussi de la concentration d’utilisation, il peut être 

’effectuer une étude plus approfondie sur les différentes voies d’entrée des siARN, 

notamment par une inhibition des voies de macropinocytose et des études de co

cellulaire. Néanmoins, il paraît très probable que les cLNPa soient internalisées 
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les cellules PC3 ont été incubées 

DiD après traitement avec divers inhibiteurs des voies d’internalisation 

[DiD] = 0,3 µmol/L) (n=3). Analyse de l’intensité de fluorescence 

DiD dans les cellules PC3 semble 

principalement médiée par des voies d’internalisation dépendante des clathrine. En outre, les 

filaments d’actine semblent indispensables pour l’entrée de ces particules dans les cellules, 

notamment pour leur action lors de l’invagination créant les vésicules endosomales. Les études de 

ont décrit l’internalisation de nanoparticules liposomales de 70 à 80 nm, à 50 nM, par les 

t. Les macropinosomes fusionnent ensuite avec les 

vésicules d’endosome tardif [17]. Sachant que ces mécanismes d’internalisation sont fortement 

dépendants de la taille des particules, mais aussi de la concentration d’utilisation, il peut être 

’effectuer une étude plus approfondie sur les différentes voies d’entrée des siARN, 

notamment par une inhibition des voies de macropinocytose et des études de co-localisation lors de 

les cLNPa soient internalisées 



Chapitre V. Les nanoparticules cLNP pour la transfection de siARN

 

par des mécanismes les piégeant dans des vésicules dans le compartiment périnucléaire, comme les 

observations microscopiques pouvaient l’induire (Figure V

Au regard des résultats préalablement obtenus sur la rétention des

couronne des nanoparticules cLNPa, y compris dans les milieux biologiques, il est tout à fait 

vraisemblable que les siARN complexés empruntent les mêmes voies d’internalisation. Néanmoins, 

l’internalisation des siARN-Alexa488 complex

 

Figure V-6. Voies d’entrée des siARN médiés par les cLNPa : 

en présence de complexes siARN/cLNPa après traitement avec divers inhibiteurs des voie

pendant 30 minutes ([siARN] = 20 nM 

BD LSRII – canal FITC). 

 

 

L’incubation des cellules PC3 non traitées avec des séquences de siARN

complexées à un vecteur, n’engendre aucune augmentation de l’intensité de fluorescence (Figure V

6). La diffusion des siARN au travers des membranes plasmiques est très li

l’utilisation de siARN sous forme libre ait déjà été rapportée avec succès pour des applications i

[18] (voir chapitre I). Les contraintes importantes appliquées sur les cellules cultivées 

l’utilisation d’un vecteur pour la transfection de siARN.
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par des mécanismes les piégeant dans des vésicules dans le compartiment périnucléaire, comme les 

observations microscopiques pouvaient l’induire (Figure V-1). 

Au regard des résultats préalablement obtenus sur la rétention des siARN au niveau de la 

couronne des nanoparticules cLNPa, y compris dans les milieux biologiques, il est tout à fait 

vraisemblable que les siARN complexés empruntent les mêmes voies d’internalisation. Néanmoins, 

Alexa488 complexés aux nanoparticules cLNPa a été étudiée (Figure V

6. Voies d’entrée des siARN médiés par les cLNPa : les cellules PC3 ont été incubées pendant 2 heures 

en présence de complexes siARN/cLNPa après traitement avec divers inhibiteurs des voie

pendant 30 minutes ([siARN] = 20 nM – N/P = 12/1) (n=3). Analyse par cytométrie en flux sur 10

L’incubation des cellules PC3 non traitées avec des séquences de siARN

complexées à un vecteur, n’engendre aucune augmentation de l’intensité de fluorescence (Figure V

6). La diffusion des siARN au travers des membranes plasmiques est très limitée 

l’utilisation de siARN sous forme libre ait déjà été rapportée avec succès pour des applications i

[18] (voir chapitre I). Les contraintes importantes appliquées sur les cellules cultivées 

vecteur pour la transfection de siARN. 
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par des mécanismes les piégeant dans des vésicules dans le compartiment périnucléaire, comme les 

siARN au niveau de la 

couronne des nanoparticules cLNPa, y compris dans les milieux biologiques, il est tout à fait 

vraisemblable que les siARN complexés empruntent les mêmes voies d’internalisation. Néanmoins, 

és aux nanoparticules cLNPa a été étudiée (Figure V-6). 

 

les cellules PC3 ont été incubées pendant 2 heures 

en présence de complexes siARN/cLNPa après traitement avec divers inhibiteurs des voies d’internalisation 

N/P = 12/1) (n=3). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS 

L’incubation des cellules PC3 non traitées avec des séquences de siARN-Alexa488, non 

complexées à un vecteur, n’engendre aucune augmentation de l’intensité de fluorescence (Figure V-

mitée in vitro, bien que 

l’utilisation de siARN sous forme libre ait déjà été rapportée avec succès pour des applications in vivo 

[18] (voir chapitre I). Les contraintes importantes appliquées sur les cellules cultivées in vitro exigent 
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L’utilisation des nanoparticules cLNPa autorise ainsi une forte internalisation des séquences 

d’acides nucléiques marquées par l’Alexa488 (Figure V-6). Comme pour l’étude de l’internalisation 

des vecteurs seuls, l’incubation des complexes à 4°C, ou après traitement par des molécules de 

Cytochalasine A et Chlorpromazine, provoque une forte diminution du signal de fluorescence 

indiquant une forte inhibition de l’entrée des siARN dans les cellules PC3 (> 89%). Ainsi, 

l’internalisation des siARN complexés aux cLNPa est fortement associée à la polymérisation de 

l’actine et aux mécanismes d’endocytose dépendants de la clathrine ; une grande proportion des 

siARN emprunte les mêmes voies que les vecteurs auxquels ils sont associés, comme nous l’avions 

présumé. 

Cependant, contrairement aux observations effectuées avec l’étude de l’internalisation des 

nanoparticules cLNPa seules, l’inhibition d’autres voies d’entrée par les molécules de Nocodazole et 

de Génistéine influent également sur le signal d’intensité de fluorescence des cellules due aux siARN, 

avec une réduction de respectivement 40,9% et 21,7%. Ainsi, l’entrée des siARN dans les cellules PC3 

semble légèrement dépendante de la polymérisation des microtubules et, à degré moindre, de 

l’endocytose dépendante des cavéolines. 

À partir de cette donnée, il est légitime de se poser la question d’une internalisation des 

siARN indépendante de la complexation aux vecteurs cLNPa. Cependant, les siARN sous forme libres 

ne peuvent pas diffuser à travers la membrane plasmique dans des conditions in vitro [18] (Figure V-

6). En outre, les tests de rétention préalablement effectués ont démontré une absence de relargage 

des siARN sous forme libre, même après 6 heures d’incubation  37°C dans un milieu de culture 

complet.  

Une seconde hypothèse pourrait concerner une désorption de certaines composantes de la 

couronne des particules, notamment du DOTAP auquel le siARN est complexé, pouvant induire 

l’internalisation par des voies indépendantes des particules cLNPa. Pour vérifier ce phénomène, nous 

avons souhaité utiliser des molécules de DOTAP fluorescentes à intégrer dans les formulations de 

particules. Cependant, le fluorophore s’intégrant sur l’une des deux chaînes carbonées de ce lipide, 

des variations trop importantes par rapport au DOTAP non-fluorescent pourraient être provoquées 

au moment de la formulation. Alors, nous avons décidé de comparer une transfection avec du 

DOTAP libre complexé aux siARN par rapport à une transfection avec cLNPa, suivant le même temps 

d’incubation et au même rapport molaire N/P (Figure V-7). Ainsi, selon l’utilisation de DOTAP seul ou 

de cLNPa pour transfecter des siARN-Alexa488, un signal d’intensité de fluorescence différent due à 

l’internalisation des siARN est mesuré : l’intensité de fluorescence est 2,7 fois plus élevée après 2 

heures de transfection des siARN avec le DOTAP par rapport aux particules cLNPa. Selon l’hypothèse 
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au DOTAP sous forme libre, le signal de fluorescence montre une désorption maximale de ce lipide 

cationique d’environ 36,4%. Cette hypothèse semble 

majorité des siARN emprunte les mêmes voies d’internalisation que les particules cLNPa.

 

Figure V-7. Profil d’internalisation des siARN transportés par différents vecteurs : 

incubées 2 heures avec des siARN-Alexa488 complexés à des particules cLNPa ou à du DOTAP libre ([siARN] = 20 

nM – N/P = 12/1). Analyse par cytométrie en flux sur 10

 

En outre, la distribution des siARN dans les cellules apparaî

fonction de l’utilisation de DOTAP seul ou inclu

DOTAP seul, la distribution des siARN

des cellules n’indiquant aucune fluorescence tandis que d’autres présentent une intensité très 

élevée. À l’inverse, les particules cLNPa induisent une homogénéité de la distribution des siARN

Alexa488 entre les cellules. En effet, toutes les cellules présentent une intensité de fluor

proche, permettant d’établir un unique pic étroit de fluorescence (Figure V

le profil d’internalisation des siARN démontrent que l’entrée des siARN dans les cellules n’est 

probablement pas due à une désorption des molécules
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proposée, une désorption totale du DOTAP de la surface des particules coïncide avec la con

transfection avec du DOTAP seul » testée. Ainsi, si l’internalisation des siARN est uniquement due 

au DOTAP sous forme libre, le signal de fluorescence montre une désorption maximale de ce lipide 

cationique d’environ 36,4%. Cette hypothèse semble cependant peu probable étant donné que la 

majorité des siARN emprunte les mêmes voies d’internalisation que les particules cLNPa.

7. Profil d’internalisation des siARN transportés par différents vecteurs : 

Alexa488 complexés à des particules cLNPa ou à du DOTAP libre ([siARN] = 20 

N/P = 12/1). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII – canal FITC).

En outre, la distribution des siARN dans les cellules apparaît totalement différente en 

lisation de DOTAP seul ou inclu dans les nanoparticules cLNP (Figure V

DOTAP seul, la distribution des siARN-Alexa488 dans les cellules PC3 est totalement hétérogène, avec 

une fluorescence tandis que d’autres présentent une intensité très 

élevée. À l’inverse, les particules cLNPa induisent une homogénéité de la distribution des siARN

Alexa488 entre les cellules. En effet, toutes les cellules présentent une intensité de fluor

proche, permettant d’établir un unique pic étroit de fluorescence (Figure V-8). Ces différences dans 

le profil d’internalisation des siARN démontrent que l’entrée des siARN dans les cellules n’est 

probablement pas due à une désorption des molécules de DOTAP, mais à la particule intacte. 
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cependant peu probable étant donné que la 

majorité des siARN emprunte les mêmes voies d’internalisation que les particules cLNPa. 

 

7. Profil d’internalisation des siARN transportés par différents vecteurs : les cellules PC3 sont 

Alexa488 complexés à des particules cLNPa ou à du DOTAP libre ([siARN] = 20 

canal FITC). 

t totalement différente en 

dans les nanoparticules cLNP (Figure V-7). Avec le 

Alexa488 dans les cellules PC3 est totalement hétérogène, avec 

une fluorescence tandis que d’autres présentent une intensité très 

élevée. À l’inverse, les particules cLNPa induisent une homogénéité de la distribution des siARN-

Alexa488 entre les cellules. En effet, toutes les cellules présentent une intensité de fluorescence 

8). Ces différences dans 

le profil d’internalisation des siARN démontrent que l’entrée des siARN dans les cellules n’est 

de DOTAP, mais à la particule intacte. 
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Néanmoins, des tests complémentaires sur les risques de désorption de DOTAP peuvent être 

effectués par des méthodes analytiques, permettant notamment une quantification par HPLC. 

Ainsi, l’internalisation des siARN semble fortement dépendante de celle des particules 

cLNPa. Les faibles proportions de siARN internalisées par des voies d’endocytose dépendantes des 

cavéolines sont probablement dues à une entrée mineure médiée par les nanoparticules, dont la 

complexation modifie légèrement le comportement par rapport aux cellules. 

 

Cette étude sur les mécanismes d’internalisation a été effectuée sur les nanoparticules 

cLNPa, présentant les caractéristiques les plus fortes pour une transfection efficace de siARN 

fonctionnels. Néanmoins, des études similaires nécessitent d’être effectuées pour les vecteurs 

cLNPb. En effet, en raison de propriétés différentes, en termes de composition et de diamètre 

hydrodynamique notamment, aucune conclusion ne peut être effectuée sur cette formulation de 

particule. 

Les objectifs de ce chapitre étaient de valider l’internalisation des siARN et leur relargage 

dans le compartiment cytoplasmique afin d’induire le mécanisme d’ARNi. L’internalisation est 

permise, après complexation aux cLNP, à travers des voies d’endocytose. Cependant, l’entrée dans 

les cellules par de telles voies exige une stratégie favorisant l’échappement des endosomes pour 

permettre l’accès au cytoplasme et éviter une dégradation lysosomale (voir chapitre I). En outre, un 

relargage des siARN dans le compartiment cytoplasmique est nécessaire pour déclencher le 

mécanisme d’ARNi. Des expériences complémentaires peuvent d’ailleurs être réalisées, notamment 

en mesurant l’impact de la diminution du pH sur le relargage des siARN. La prochaine étape consiste 

à prouver la délivrance des siARN fonctionnels afin de provoquer le déclenchement de l’ARNi. 

 

2. Transfection de siARN fonctionnels 

Afin de prouver l’efficacité de transfection de siARN fonctionnels, des modèles cellulaires 

sur-exprimant la protéine GFP ont été développées (voir protocole page 140). Ainsi, pour permettre 

une inhibition fonctionnelle de cette protéine, un relargage de siARN reconnaissant spécifiquement 

l’ARNm de cette protéine est exigé dans le compartiment cytoplasmique des cellules transfectées 

(voir chapitre I). L’utilisation de ce modèle permet d’obtenir une information rapide, par simple 

visualisation, et quantitative par une analyse de l’évolution de l’intensité de fluorescence des cellules 

transfectées en cytométrie en flux.  
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De cette façon, l’inhibition fonctionnelle induite par la transfection de siARN peut être 

caractérisée en termes d’efficacité. En outre, le protocole peut être optimisé concernant les temps 

d’incubation des siARN et les rapports molaires N/P. Enfin, une étude comparative avec des agents 

de transfection commerciaux est réalisée afin de confronter l’efficacité de transfection de siARN 

fonctionnels induite par les nanoparticules cationiques cLNP. 

 

2.1. Cinétique de l’inhibition fonctionnelle induite par la 

transfection de siARN 

Le complexe cLNP/siARN doit traverser différentes étapes avant de permettre une 

inhibition fonctionnelle : internalisation et échappement endosomal pour atteindre le site d’action 

de l’ARNi. Ces étapes ne durent que quelques heures, en revanche, l’observation d’une extinction de 

la protéine ciblée nécessite plus de temps [20]. Une fois à l’intérieur de la cellule, le siARN active le 

complexe RISC chargé de dégrader spécifiquement les ARNm dont la séquence est ciblée par le 

siARN. Le processus de dégradation des ARNm prend un certain temps, mais c’est la ½ vie des 

protéines qui permet de déterminer leur cinétique d’extinction. En effet, les protéines traduites 

avant la dégradation de l’ARNm ont une durée de vie plus ou moins longue qui détermine le moment 

où leur diminution est visualisable. Généralement, l’extinction d’une protéine est évaluée à partir de 

48 heures après transfection, c’est notamment le cas pour la protéine GFP. Toutefois, l’efficacité 

d’extinction d’une protéine peut être analysée jusqu’à 96 heures ou plus dans certains cas où la 

protéine est très stable et possède une demi-vie longue. 

 

Afin d’optimiser les protocoles pour l’étude de l’efficacité de transfection fonctionnelle, la 

transfection des siGFP a été testée à différents temps d’incubation, après complexation avec les 

nanovecteurs cLNPa et cLNPb, suivant un rapport molaire N/P établi à 12/1 (Figure V-8). Ce rapport 

molaire a été choisi en accord avec les expériences précédemment effectuées sur la complexation et 

la rétention des siARN sur les particules cLNP. Par ailleurs, les efficacités d’inhibition fonctionnelle 

ont été normalisées par rapport aux cellules transfectées avec un siARN contrôle, le siARN Allstar, 

n’induisant théoriquement aucun effet sur les cellules de mammifère. 
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Figure V-8. Cinétique d’inhibition de l’expression de la protéine GFP : 

GFP ont été transfectées par des siGFP à l’aide de trois différents vecteurs. Quatre temps d’incubation post

transfection ont été testés allant de 24 à 96 heures (n=6) ([siARN] = 20 nM 

cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII 

 

L’efficacité d’inhibition fonctionnelle de la protéine GFP est déduite à partir de la 

diminution de l’intensité de fluorescence verte, par cytométrie en flux (voir protocole page 

Après une cinétique de transfection effectuée sur 96 heures, les trois vecteurs utilisés pour la 

délivrance intracellulaire de siGFP démontrent un profil similaire d’extinction

l’intensité de fluorescence inférieure à 40% est mesurée

efficacité augmente avec les temps de transfection appliqué jusqu’à un maximum 

Après 72 heures d’incubation des complexes vecteurs/siGFP, l’efficacité d’inhibition de l’intensité de 

fluorescence diminue. 

La cinétique d’inhibition fonctionnelle a été comparée à celle obtenue après délivrance de 

siGFP en utilisant l’un des meilleurs agents de transfection commerciaux, la Lipofectamine RNAimax. 

Par rapport à ce vecteur, les résultats d’inhibition fonction

après 72 heures d’incubation, avec une diminution de l’intensité de fluorescence de 73% par rapport 

à des cellules transfectées avec un siARN 

cellules de mammifères (siARN Allstar). Ensuite l’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence 

diminue jusqu’à 64% après 96 heures d’incubation des complexes LipofectamineRNAimax/siGFP et 

cLNPa/siGFP (Figure V-8). La différence majeure dans l’efficacité d’inhibition 

vecteurs concerne les résultats obtenus après 48 heures d’incubation
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8. Cinétique d’inhibition de l’expression de la protéine GFP : les cellules PC3 sur

ansfectées par des siGFP à l’aide de trois différents vecteurs. Quatre temps d’incubation post

transfection ont été testés allant de 24 à 96 heures (n=6) ([siARN] = 20 nM – N/P = 12/1). Analyse par 

cellules (FACS BD LSRII – canal FITC). 

L’efficacité d’inhibition fonctionnelle de la protéine GFP est déduite à partir de la 

diminution de l’intensité de fluorescence verte, par cytométrie en flux (voir protocole page 

Après une cinétique de transfection effectuée sur 96 heures, les trois vecteurs utilisés pour la 

délivrance intracellulaire de siGFP démontrent un profil similaire d’extinction

l’intensité de fluorescence inférieure à 40% est mesurée après 24 heures de transfection. Cette 

efficacité augmente avec les temps de transfection appliqué jusqu’à un maximum 

Après 72 heures d’incubation des complexes vecteurs/siGFP, l’efficacité d’inhibition de l’intensité de 

La cinétique d’inhibition fonctionnelle a été comparée à celle obtenue après délivrance de 

siGFP en utilisant l’un des meilleurs agents de transfection commerciaux, la Lipofectamine RNAimax. 

Par rapport à ce vecteur, les résultats d’inhibition fonctionnelle induits avec cLNPa sont comparables 

après 72 heures d’incubation, avec une diminution de l’intensité de fluorescence de 73% par rapport 

à des cellules transfectées avec un siARN ne reconnaissant théoriquement aucun ARNm

s (siARN Allstar). Ensuite l’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence 

diminue jusqu’à 64% après 96 heures d’incubation des complexes LipofectamineRNAimax/siGFP et 

8). La différence majeure dans l’efficacité d’inhibition provoquée par ces deux 

vecteurs concerne les résultats obtenus après 48 heures d’incubation : alors que l’inhibition de 
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les cellules PC3 sur-exprimant la protéine 

ansfectées par des siGFP à l’aide de trois différents vecteurs. Quatre temps d’incubation post-

N/P = 12/1). Analyse par 

L’efficacité d’inhibition fonctionnelle de la protéine GFP est déduite à partir de la 

diminution de l’intensité de fluorescence verte, par cytométrie en flux (voir protocole page 145). 

Après une cinétique de transfection effectuée sur 96 heures, les trois vecteurs utilisés pour la 

délivrance intracellulaire de siGFP démontrent un profil similaire d’extinction : une inhibition de 

après 24 heures de transfection. Cette 

efficacité augmente avec les temps de transfection appliqué jusqu’à un maximum pour 72 heures. 

Après 72 heures d’incubation des complexes vecteurs/siGFP, l’efficacité d’inhibition de l’intensité de 

La cinétique d’inhibition fonctionnelle a été comparée à celle obtenue après délivrance de 

siGFP en utilisant l’un des meilleurs agents de transfection commerciaux, la Lipofectamine RNAimax. 
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l’intensité de fluorescence induite par la transfection de siGFP avec des cLNP est d’environ 58%, 

l’utilisation de la Lipofectamine RNAimax démontre une efficacité 10% moins élevée (Figure V-8).  

Afin d’expliquer cette différence, nous pouvons émettre l’hypothèse d’une internalisation et/ou d’un 

échappement endosomal plus rapide des siARN médiés par les vecteurs cLNPa. En effet, Kong et al. 

ont démontré une internalisation d’une quantité moins élevée de siARN avec des lipoplexes sur un 

temps court [9] ; les cLNP permettant une internalisation massive et rapide des siARN peuvent 

induire plus rapidement le mécanisme d’ARN interférence de façon significative.  

En revanche, l’utilisation de cLNPb comme vecteur de siARN permet une inhibition de 

l’intensité de fluorescence plus faible de 8% par rapport à celle obtenue après transfection avec la 

Lipofectamine RNAimax et cLNPa, après 72 heures d’incubation des complexes. Ce résultat peut être 

expliqué par l’efficacité d’internalisation observée précédemment, qui apparaît moins élevée après 

transfection de siARN avec cLNPb par rapport à la transfection avec cLNPa (Figure V-4). En outre, 

d’autres facteurs peuvent être pris en considération au regard des différences de structures entre 

cLNPa et cLNPb : une différence d’interaction avec les membranes plasmiques, une différence 

d’échappement endosomal ou encore un relargage des siARN dans le cytoplasme variant entre les 

deux vecteurs. 

Néanmoins, quel que soit le vecteur utilisé, l’efficacité d’inhibition maximale de l’intensité 

de fluorescence est permis par une incubation de 72 heures des complexes vecteurs/siGFP avec les 

cellules PC3-GFP. C’est pourquoi ce temps d’incubation est celui choisi pour les prochaines 

expériences sur la transfection de siARN fonctionnels. 

 

2.2. Optimisation des concentrations en siARN et en cLNP 

Dans le rapport molaire N/P établi précédemment, deux facteurs entre en considération : la 

quantité de groupement ammonium N apportée par le lipide cationique du vecteur et la quantité de 

groupement phosphate P contenue dans les séquences d’acides nucléiques. Ainsi, les concentrations 

en siARN et en nanoparticules cLNP peuvent également être ajustées afin d’améliorer l’efficacité de 

transfection de siARN fonctionnels. En outre, une délivrance efficace de siARN autorise une 

diminution des concentrations utilisées, limitant ainsi les risques d’effets secondaires mentionnés 

dans le chapitre I, à savoir l’induction de réponses immunitaires potentielles, les effets aspécifiques 

ou encore la saturation des voies endogènes.  
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2.2.1. Optimisation des concentrations nanoparticulaires

Les validations sur l’interaction des siARN avec les nanoparticules cLNP ont 

d’identifier qu’une complexation totale des courtes séquences d’acides nucléiques était permise à 

partir d’un rapport molaire N/P de 4/1, sans relargage de siARN (chapitre IV). Ainsi, pour une même 

concentration en siARN de 20 nM, différents rapport

la concentration en nanoparticule cLNP pour une inhibition fonctionnelle élevée (Figure V

Les efficacités d’inhibition en fonction des rapports N/P imposés démontrent un profil 

similaire avec les nanovecteurs cLNPa et cLNPb. En effet, alors que l’inhibition de l’intensité de 

fluorescence mesurée est inférieure à 30% après transfection de siGFP,

inférieurs ou égaux à 4/1, l’augmentation du rapport molaire N/P est corrélée à une augmentation 

de l’efficacité d’inhibition. Ainsi, une inhibition maximale de l’intensité de fluorescence est atteinte 

avec un plateau à partir du rapport molaire N/P égal à 12/1 en utilisant cLNPa ou cLNPb (Figure V

 

Figure V-9. Efficacité de transfection fonctionnelle à différents ratios N/P : 

transfectées par des siGFP complexés à cLNPa ou cLNPb. Différents ratio

une même concentration en siARN (n=3) ([siARN] = 20 nM 

cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII 
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Optimisation des concentrations nanoparticulaires 

Les validations sur l’interaction des siARN avec les nanoparticules cLNP ont 

d’identifier qu’une complexation totale des courtes séquences d’acides nucléiques était permise à 

partir d’un rapport molaire N/P de 4/1, sans relargage de siARN (chapitre IV). Ainsi, pour une même 

concentration en siARN de 20 nM, différents rapports molaires N/P ont été étudiés afin d’optimiser 

la concentration en nanoparticule cLNP pour une inhibition fonctionnelle élevée (Figure V

Les efficacités d’inhibition en fonction des rapports N/P imposés démontrent un profil 

similaire avec les nanovecteurs cLNPa et cLNPb. En effet, alors que l’inhibition de l’intensité de 

fluorescence mesurée est inférieure à 30% après transfection de siGFP, à des rapports molaires 

inférieurs ou égaux à 4/1, l’augmentation du rapport molaire N/P est corrélée à une augmentation 

de l’efficacité d’inhibition. Ainsi, une inhibition maximale de l’intensité de fluorescence est atteinte 

apport molaire N/P égal à 12/1 en utilisant cLNPa ou cLNPb (Figure V

9. Efficacité de transfection fonctionnelle à différents ratios N/P : les cellules PC3

transfectées par des siGFP complexés à cLNPa ou cLNPb. Différents ratios N/P sont analysés de 1/1 à 16/1 pour 

une même concentration en siARN (n=3) ([siARN] = 20 nM – temps d’incubation = 72 heures). Analyse par 

cellules (FACS BD LSRII – canal FITC). 
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Les validations sur l’interaction des siARN avec les nanoparticules cLNP ont permis 

d’identifier qu’une complexation totale des courtes séquences d’acides nucléiques était permise à 

partir d’un rapport molaire N/P de 4/1, sans relargage de siARN (chapitre IV). Ainsi, pour une même 

s molaires N/P ont été étudiés afin d’optimiser 

la concentration en nanoparticule cLNP pour une inhibition fonctionnelle élevée (Figure V-9). 

Les efficacités d’inhibition en fonction des rapports N/P imposés démontrent un profil 

similaire avec les nanovecteurs cLNPa et cLNPb. En effet, alors que l’inhibition de l’intensité de 

à des rapports molaires 

inférieurs ou égaux à 4/1, l’augmentation du rapport molaire N/P est corrélée à une augmentation 

de l’efficacité d’inhibition. Ainsi, une inhibition maximale de l’intensité de fluorescence est atteinte 

apport molaire N/P égal à 12/1 en utilisant cLNPa ou cLNPb (Figure V-9).  

 

les cellules PC3-GFP ont été 

s N/P sont analysés de 1/1 à 16/1 pour 

temps d’incubation = 72 heures). Analyse par 
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Comme attendu au regard des résultats de transfection en ayant recours à des siARN-

Alexa488, les cLNPa complexés aux siGFP permettent une inhibition fonctionnelle plus élevée que les 

cLNPb complexé (≈ 8%). Néanmoins, pour les rapports molaires N/P inférieurs à 12/1, cLNPb permet 

une inhibition fonctionnelle supérieure ou égale à cLNPa, notamment pour les rapports 4/1 et 8/1. 

Ainsi, les vitesses d’internalisation et/ou d’échappement endosomale ne semble pas expliquer ces 

différences d’efficacité entre les deux nanovecteurs. Ces différences peuvent éventuellement être 

dues à la stabilité des particules suite à des dilutions élevées. En effet, au cours du chapitre IV, nous 

avons rapporté que pour obtenir un même rapport molaire N/P, les dilutions subies par cLNPa 

étaient plus fortes que celles subies par cLNPb. Ainsi, pour des rapports molaires N/P plus faibles, les 

particules cLNPb sont moins affectées par ce paramètre, induisant une intégrité plus élevée et une 

internalisation potentiellement plus forte. Ces données pourraient alors être responsables d’une 

inhibition fonctionnelle plus élevée pour les transfections avec cLNPb par rapport à cLNPa, pour les 

faibles rapports molaires N/P. 

Malgré une efficacité de complexation totale dès un rapport molaire N/P de 4/1, 

l’augmentation des concentrations en nanoparticules cLNP jusqu’à un rapport molaire N/P de 12/1 

est nécessaire pour obtenir une efficacité d’inhibition fonctionnelle maximale. Afin d’expliquer ce 

phénomène, nous avons proposé deux hypothèses liées aux mécanismes d’internalisation et 

d’échappement endosomal des complexes. 

Premièrement, une augmentation de la concentration en cLNP est corrélée à une 

augmentation de la concentration en DOTAP et en lipides neutres. Ces lipidiques cationiques peuvent 

potentiellement apporter un pouvoir endosomolytique plus élevé dû à un nombre de groupement 

ammonium plus important dans les vésicules d’endosome. Des expériences complémentaires 

nécessitent d’être effectuées afin d’établir si ces molécules peuvent engendrer un phénomène de 

tamponnage autorisant la rupture des membranes endosomales (voir chapitre I), notamment par des 

études de distribution et de co-localisation des nanoparticules dans les vésicules de type endosome 

et lysosome. Une concentration plus élevée en lipides cationiques peut également favoriser la fusion 

de la couronne des particules avec les membranes endosomales, permettant une déstabilisation des 

vésicules et un passage vers le compartiment cytoplasmique [21]. Pour rappel, les nanoparticules 

cLNPa contiennent des lipides fusogènes DOPE contrairement aux particules cLNPb. 

Pour la seconde hypothèse, une concentration plus élevée en nanoparticule pourrait 

théoriquement favoriser une internalisation par un mécanisme de macropinocytose [22]. De cette 

façon, un plus grand nombre de complexes nanoparticules/siARN est séquestré dans une vésicule 

plus large (un diamètre supérieur à 200 nm alors que les vésicules d’endosome présentent un 

diamètre inférieur à 200 nm [23]). Ainsi, une plus grande quantité de particules confinée dans une 
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seule vésicule peut accroître leur faculté à rejoindre le compartiment cytoplasmique par les 

stratégies décrites précédemment. Avec cette dernière hypothèse, 

internalisation d’un nombre de particule cLNPa plus élevé que le nombre de particule cLNPb dans 

une même vésicule, de par leur diamètre hydrodynamique plus petit. D’après les calculs effectués 

tableau V-2, le nombre de groupe

particules cLNPb.  En estimant un macropinosome d’un diamètre de 500 nm (volume hypothétique = 

�

�
.π.rayon3 = 

�

�
.π.2503 = 65,4.10

nanoparticules cLNPa de 43 nm (volume = 44,6.10

(volume = 212,2.103 nm3). Ainsi, le nombre de groupement ammonium peut être estimé 3,5 fois 

moins élevé dans le cas d’une transfection avec cLNPb (=

faible observée avec cLNPb peut venir d’une faculté plus faible pour l’échappement endosomal.

 

 

Tableau V-2. Nombre de groupement ammonium par particule : 

nombre de nanoparticules cLNPa est supérieur au nombre de nanoparticules cLNPb, induisant une quantité de 

groupement ammonium plus élevée sur les nanovecteurs cLNPb (pour [siARN] = 20 nM 

final = 500 µL). 

 

2.2.2. Optimisation de la concentration en siARN

Une concentration en nanoparticule cLNPa, autorisant un rapport molaire N/P égal à 12/1, 

permet une inhibition fonctionnelle maximale après transfection d’une concentration de 20 nM de 

siARN sur le modèle cellulaire PC3

d’inhibition était maintenue pour une concentration en siARN plus faible, en 

molaire N/P à 12/1 (Figure V

transfection fonctionnelle avec le vecteu

d’un manque d’information sur ce produit, nous avons conservé la concentration de ce vecteur 

conseillée par le fournisseur, en imposant une diminution de la concentration en siARN (Figure V
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seule vésicule peut accroître leur faculté à rejoindre le compartiment cytoplasmique par les 

stratégies décrites précédemment. Avec cette dernière hypothèse, il est possible d’imaginer une 

internalisation d’un nombre de particule cLNPa plus élevé que le nombre de particule cLNPb dans 

une même vésicule, de par leur diamètre hydrodynamique plus petit. D’après les calculs effectués 

2, le nombre de groupement ammonium est de 6482 par particules cLNPa et 8807 par 

particules cLNPb.  En estimant un macropinosome d’un diamètre de 500 nm (volume hypothétique = 

= 65,4.106 nm3), cette vésicule peut théoriquement séquestrer 1467 

les cLNPa de 43 nm (volume = 44,6.103 nm3)  et 308 nanoparticules cLNPb de 73 nm 

). Ainsi, le nombre de groupement ammonium peut être estimé 3,5 fois 

moins élevé dans le cas d’une transfection avec cLNPb (=
����	�	���	
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�
). L’inhibition fonctionnelle plus 

faible observée avec cLNPb peut venir d’une faculté plus faible pour l’échappement endosomal.

2. Nombre de groupement ammonium par particule : pour un même rapport molaire N/P, le 

est supérieur au nombre de nanoparticules cLNPb, induisant une quantité de 

groupement ammonium plus élevée sur les nanovecteurs cLNPb (pour [siARN] = 20 nM –

Optimisation de la concentration en siARN 

Une concentration en nanoparticule cLNPa, autorisant un rapport molaire N/P égal à 12/1, 

permet une inhibition fonctionnelle maximale après transfection d’une concentration de 20 nM de 

siARN sur le modèle cellulaire PC3-GFP. Nous avons dès lors cherché à déterminer

d’inhibition était maintenue pour une concentration en siARN plus faible, en 

molaire N/P à 12/1 (Figure V-10). En comparaison, nous avons effectué des expériences de 

transfection fonctionnelle avec le vecteur commercial Lipofectamine RNAimax. Cependant, en raison 

d’un manque d’information sur ce produit, nous avons conservé la concentration de ce vecteur 

conseillée par le fournisseur, en imposant une diminution de la concentration en siARN (Figure V

243 

seule vésicule peut accroître leur faculté à rejoindre le compartiment cytoplasmique par les 

il est possible d’imaginer une 
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). Ainsi, le nombre de groupement ammonium peut être estimé 3,5 fois 

L’inhibition fonctionnelle plus 

faible observée avec cLNPb peut venir d’une faculté plus faible pour l’échappement endosomal. 

 

pour un même rapport molaire N/P, le 

est supérieur au nombre de nanoparticules cLNPb, induisant une quantité de 

– N/P = 12/1 – Volume 

Une concentration en nanoparticule cLNPa, autorisant un rapport molaire N/P égal à 12/1, 

permet une inhibition fonctionnelle maximale après transfection d’une concentration de 20 nM de 

éterminer si cette efficacité 

d’inhibition était maintenue pour une concentration en siARN plus faible, en gardant le rapport 

10). En comparaison, nous avons effectué des expériences de 

r commercial Lipofectamine RNAimax. Cependant, en raison 

d’un manque d’information sur ce produit, nous avons conservé la concentration de ce vecteur 

conseillée par le fournisseur, en imposant une diminution de la concentration en siARN (Figure V-11). 
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Alors que la Lipofectamine RNAimax montre une efficacité constante, malgré une 

diminution importante des concentrations en siARN (dilution au 200° de la concentration en siARN), 

les nanoparticules lipidiques cationiques cLNPa démontrent leur limite et voient l

diminuer avec la concentration en siARN (Figure V

et une concentration en siARN de 10 nM, l’efficacité diminue de 23,41% et plus aucun effet n’est 

visible à 100 pM (Figure V-11). 

Figure V-10. Efficacité de transfection fonctionnelle à différentes concentrations en siGFP : 

GFP sont transfectées par des siGFP complexés à la Lipofectamine RNAimax ou à cLNPa. La concentration en 

siARN utilisée est diminuée de 20 nM à 1

constante selon les recommandations du fournisseur. Le rapport molaire N/P est maintenu à 12/1 pour 

l’utilisation des nanoparticules cLNPa (n=3) (temps d’incubation = 72 heures 

cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII 

 

Cependant, en réduisant la quantité de siARN tout en maintenant le même rapport molaire 

N/P, les concentrations en nanoparticule

peu, voire pas de stabilité colloïdale. En effet, pour un rapport molaire N/P maintenu à 12/1, une 

concentration en siARN de 20 nM impose une dilution au 1162°, tandis qu’une concentration en 

siARN de 1 nM entraîne une dilution au 23240°, soit une différence très élevée. Il devient totalement 

compréhensible que, dans ces conditions, l’efficacité de tr

protocole adéquat serait alors de diminuer la concentration en 

Cette démarche est d’ailleurs celle employée lors de cette expérience avec le vecteur commercial, la 
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s que la Lipofectamine RNAimax montre une efficacité constante, malgré une 

diminution importante des concentrations en siARN (dilution au 200° de la concentration en siARN), 

les nanoparticules lipidiques cationiques cLNPa démontrent leur limite et voient l

diminuer avec la concentration en siARN (Figure V-10). En effet, pour un rapport molaire N/P de 12/1 

et une concentration en siARN de 10 nM, l’efficacité diminue de 23,41% et plus aucun effet n’est 

 

10. Efficacité de transfection fonctionnelle à différentes concentrations en siGFP : 

GFP sont transfectées par des siGFP complexés à la Lipofectamine RNAimax ou à cLNPa. La concentration en 

siARN utilisée est diminuée de 20 nM à 100 pM. La Lipofectamine RNAimax est utilisée dans une quantité 

constante selon les recommandations du fournisseur. Le rapport molaire N/P est maintenu à 12/1 pour 

l’utilisation des nanoparticules cLNPa (n=3) (temps d’incubation = 72 heures – N/P = 12/1). A

cellules (FACS BD LSRII – canal FITC). 

Cependant, en réduisant la quantité de siARN tout en maintenant le même rapport molaire 

N/P, les concentrations en nanoparticules se voient diminuées jusqu’aux zones de dilution entraînant 

peu, voire pas de stabilité colloïdale. En effet, pour un rapport molaire N/P maintenu à 12/1, une 

concentration en siARN de 20 nM impose une dilution au 1162°, tandis qu’une concentration en 

N de 1 nM entraîne une dilution au 23240°, soit une différence très élevée. Il devient totalement 

compréhensible que, dans ces conditions, l’efficacité de transfection s’en fasse ressentir

protocole adéquat serait alors de diminuer la concentration en siARN sans modifier celle du vecteur. 

Cette démarche est d’ailleurs celle employée lors de cette expérience avec le vecteur commercial, la 
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s que la Lipofectamine RNAimax montre une efficacité constante, malgré une 

diminution importante des concentrations en siARN (dilution au 200° de la concentration en siARN), 

les nanoparticules lipidiques cationiques cLNPa démontrent leur limite et voient leur efficacité 

10). En effet, pour un rapport molaire N/P de 12/1 

et une concentration en siARN de 10 nM, l’efficacité diminue de 23,41% et plus aucun effet n’est 

 

10. Efficacité de transfection fonctionnelle à différentes concentrations en siGFP : les cellules PC3-

GFP sont transfectées par des siGFP complexés à la Lipofectamine RNAimax ou à cLNPa. La concentration en 
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constante selon les recommandations du fournisseur. Le rapport molaire N/P est maintenu à 12/1 pour 

N/P = 12/1). Analyse par 
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peu, voire pas de stabilité colloïdale. En effet, pour un rapport molaire N/P maintenu à 12/1, une 
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N de 1 nM entraîne une dilution au 23240°, soit une différence très élevée. Il devient totalement 
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Lipofectamine RNAimax, offrant un maintien de l’efficacité de l’inhibition fonctionnelle malgré la 

diminution de la concentration en siARN. 

En outre, lors de l’optimisation de la concentration en nanoparticule

émis l’hypothèse que le nombre de cLNP pouvait être déterminant pour favoriser l’échappement 

endosomal. Dès lors, un seuil de concentratio

délivrance intra-cytoplasmique optimale des siARN.

2.2.3. Importance de la quantité en nanoparticule pour la transfection

Lors de notre étude, un phénomène intéressant a été observé corroborant l’hypothèse 

d’une influence déterminante du nombre de nanoparticule utilisé lors de la transfection de siARN 

(Figure V-11).  

 

Figure V-11. Importance de la quantité en nanoparticule lors de la transfection : 

transfectées avec différentes concentrations en siARN et différents 

(n=3). Les calculs ont été réalisés en considérant 50.10

cellules (FACS BD LSRII – canal FITC).

 

Après une transfection à une concentration en siARN de 50 nM, un rapport molaire N/P 

égal à 6/1 avec des nanoparticules cLNPa a permis une inhibition fonctionnelle maximale (
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Lipofectamine RNAimax, offrant un maintien de l’efficacité de l’inhibition fonctionnelle malgré la 

oncentration en siARN.  

En outre, lors de l’optimisation de la concentration en nanoparticules lipidique

émis l’hypothèse que le nombre de cLNP pouvait être déterminant pour favoriser l’échappement 

endosomal. Dès lors, un seuil de concentration en nanoparticules peut exister pour autoriser une 

cytoplasmique optimale des siARN. 

 

Importance de la quantité en nanoparticule pour la transfection

Lors de notre étude, un phénomène intéressant a été observé corroborant l’hypothèse 

e influence déterminante du nombre de nanoparticule utilisé lors de la transfection de siARN 

11. Importance de la quantité en nanoparticule lors de la transfection : les cellules PC3

transfectées avec différentes concentrations en siARN et différents rapports N/P avec les nanoparticules cLNPa 

(n=3). Les calculs ont été réalisés en considérant 50.10
3
 cellules/puits. Analyse par cytométrie en flux sur 10

canal FITC). 

Après une transfection à une concentration en siARN de 50 nM, un rapport molaire N/P 

égal à 6/1 avec des nanoparticules cLNPa a permis une inhibition fonctionnelle maximale (
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émis l’hypothèse que le nombre de cLNP pouvait être déterminant pour favoriser l’échappement 

peut exister pour autoriser une 
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les cellules PC3-GFP sont 

N/P avec les nanoparticules cLNPa 
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Après une transfection à une concentration en siARN de 50 nM, un rapport molaire N/P 

égal à 6/1 avec des nanoparticules cLNPa a permis une inhibition fonctionnelle maximale (≈ 65%). Or, 
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en diminuant la concentration en siA

N/P, une perte d’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence de 20% est observée. Pour 

retrouver une efficacité d’inhibition maximale, il est nécessaire d’augmenter ce rapport molaire 

jusqu’à 12/1. 

En recherchant les points communs entre les différentes conditions, la concentration en 

nanoparticules apparaît être un facteur déterminant pour une efficacité d’inhibition fonctionnelle 

optimale. En effet, la concentration en siARN ne paraît pas être le facteur essentiel

quantité estimée à 12.107 siARN/cellule ([siARN] = 20 nM), l’efficacité d’

suivant l’utilisation d’un rapport molaire N/P de 6/1 ou 12/1. En revanche, la quantité élevée de 

nanoparticules cLNPa est un facteur retrouvé dans les différentes conditions permettant une forte 

inhibition de l’intensité de fluorescence (>

 

Les calculs ont ainsi été effectués pour quantifier le nombre de cLNPa/cellule, suivant le 

rapport molaire N/P, par rapport à l’efficacité d’inhibition fonctionnelle (Figure V

quantité en nanoparticules cLNPa présente un seuil à partir duquel l’efficacité d’inhibition de 

l’intensité de fluorescence est optimale

 

Figure V-12. Quantification du nombre de particule cLNPa par rapport à l’efficacité d’inhibition fonctionnelle : 

les cellules PC3-GFP sont transfectées avec des siGFP à différents rapport molaire  N/P avec les nanoparticules 

cLNPa (n=3). Les calculs ont été réalisés en considérant 50.10

10
4
 cellules (FACS BD LSRII). 
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en diminuant la concentration en siARN jusqu’à 20 nM, tout en maintenant le même rapport molaire 

N/P, une perte d’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence de 20% est observée. Pour 

retrouver une efficacité d’inhibition maximale, il est nécessaire d’augmenter ce rapport molaire 

En recherchant les points communs entre les différentes conditions, la concentration en 

apparaît être un facteur déterminant pour une efficacité d’inhibition fonctionnelle 

optimale. En effet, la concentration en siARN ne paraît pas être le facteur essentiel

siARN/cellule ([siARN] = 20 nM), l’efficacité d’inhibition est différente 

suivant l’utilisation d’un rapport molaire N/P de 6/1 ou 12/1. En revanche, la quantité élevée de 

cLNPa est un facteur retrouvé dans les différentes conditions permettant une forte 

escence (>107 cLNP/cellule) (Figure V-11). 

Les calculs ont ainsi été effectués pour quantifier le nombre de cLNPa/cellule, suivant le 

rapport molaire N/P, par rapport à l’efficacité d’inhibition fonctionnelle (Figure V

cLNPa présente un seuil à partir duquel l’efficacité d’inhibition de 

l’intensité de fluorescence est optimale : 107 cLNPa/cellule.  

12. Quantification du nombre de particule cLNPa par rapport à l’efficacité d’inhibition fonctionnelle : 

GFP sont transfectées avec des siGFP à différents rapport molaire  N/P avec les nanoparticules 

cLNPa (n=3). Les calculs ont été réalisés en considérant 50.10
3
 cellules/puits. Analyse par cytométrie en flux sur 
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RN jusqu’à 20 nM, tout en maintenant le même rapport molaire 

N/P, une perte d’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence de 20% est observée. Pour 

retrouver une efficacité d’inhibition maximale, il est nécessaire d’augmenter ce rapport molaire N/P 

En recherchant les points communs entre les différentes conditions, la concentration en 

apparaît être un facteur déterminant pour une efficacité d’inhibition fonctionnelle 

optimale. En effet, la concentration en siARN ne paraît pas être le facteur essentiel : pour une 

inhibition est différente 

suivant l’utilisation d’un rapport molaire N/P de 6/1 ou 12/1. En revanche, la quantité élevée de 

cLNPa est un facteur retrouvé dans les différentes conditions permettant une forte 

Les calculs ont ainsi été effectués pour quantifier le nombre de cLNPa/cellule, suivant le 

rapport molaire N/P, par rapport à l’efficacité d’inhibition fonctionnelle (Figure V-12). Ainsi, la 

cLNPa présente un seuil à partir duquel l’efficacité d’inhibition de 

 

12. Quantification du nombre de particule cLNPa par rapport à l’efficacité d’inhibition fonctionnelle : 

GFP sont transfectées avec des siGFP à différents rapport molaire  N/P avec les nanoparticules 

cellules/puits. Analyse par cytométrie en flux sur 
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Dès lors, plus que le rapport molaire N/P, c’est la concentration en nanoparticules 

lipidiques qu’il est nécessaire d’ajuster. Sur le modèle cellulaire PC3-GFP, une concentration en 

nanoparticules cLNPa d’environ 22 µg/mL correspond au seuil d’utilisation permettant d’acquérir des 

efficacités d’inhibition fonctionnelle optimales. D’après des expériences similaires, une concentration 

en nanoparticules cLNPb d’environ 63 µg/mL correspond au seuil d’utilisation permettant d’acquérir 

des efficacités d’inhibition fonctionnelle optimales pour cette formulation (données non-montrées). 

 

2.3. Comparaison des efficacités d’inhibition fonctionnelle par 

rapport aux agents de transfection commerciaux 

Les nanoparticules lipidiques cLNP développées dans cette étude ayant prouvées une forte 

efficacité de délivrance de siARN fonctionnels sur le modèle PC3-GFP, une comparaison par rapport 

aux meilleurs agents de transfection commerciaux est nécessaire. Ainsi, une étude comparative a été 

effectuée avec un vecteur lipidique commercial, la Lipofectamine RNAimax, pour la transfection de 

d’une concentration de 20 nM en siGFP sur des cellules PC3-GFP (voir protocole page 145). Les 

nanoparticules cLNPa et cLNPb ont été utilisées dans un rapport molaire N/P établie à 12/1, soit une 

concentration en nanoparticules de respectivement 22 µg/mL et 63 µg/mL. 

En outre, les résultats ont été normalisés suivant deux façons : par rapport à l’intensité de 

fluorescence de cellules transfectées avec un siARN Allstar ou par rapport à l’intensité de 

fluorescence de cellules non transfectées (Figure V-13). 

 

Par rapport aux cellules transfectées avec un siARN Allstar, la transfection de siGFP médiée 

par cLNPa offre l’inhibition de l’intensité de fluorescence la plus élevée, environ 65,8% (rouge). Bien 

que la différence soit faible par rapport au vecteur commercial (vert), en termes de pourcentage 

d’inhibition fonctionnelle (3,8%), la Lipofectamine RNAimax est statistiquement considérée comme 

significativement moins efficace (p < 0,001) pour une concentration en siARN de 20 nM. Cette 

efficacité d’inhibition fonctionnelle comparable démontre le caractère compétitif des cLNPa en tant 

que vecteur de courtes séquences d’acides nucléiques. De même, malgré leur intérêt de par leurs 

propriétés différentes, les particules cLNPb autorisent une efficacité d’inhibition significativement 

inférieure de 11,4% (bleu) par rapport à cLNPa (p < 0,001), suite à la transfection de siGFP (Figure V-

14). Ces résultats sont en accord avec les observations et les interprétations précédentes concernant 

l’internalisation et/ou l’échappement endosomal des nanoparticules cLNPb. 
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Figure V-13. Étude comparative de l’efficacité d’inhibit

cellules PC3-GFP ont été transfectées par des siARN avec la Lipofectamine RNAimax, cLNPa ou cLNPb (n=24) 

([siARN] = 20 nM – ratio N/P = 12/1 

d’inhibition avec la Lipofectamine normalisée avec le contrôle siAllstar

d’inhibition avec la Lipofectamine normalisée avec le contrôle cellules non

rapport à l’efficacité d’inhibition avec cLNPa normalisée par rapport au contrôle siAllstar

rapport à l’efficacité d’inhibition avec cLNPa normalisée par rapport au contrôle cellules non

Analyse par cytométrie en flux sur 10

ANOVA-2. 

 

Par ailleurs, une différence est observée concernant l’efficacité d’inhibition de l’intensité de 

fluorescence induite par la transfection de siGFP avec la Lipofectamine RNAim

normalisation appliquée. En effet, suite à la normalisation par rapport à l’intensité de fluorescence 

des cellules non-transfectées, l’inhibition fonctionnelle est significativement inférieure de 12,4% (p < 

0,001) par rapport à la normalisat

RNAimax/siARN Allstar. Pour rappel, le siARN Allstar est un ARN interférent contrôle n’induisant 

théoriquement aucune inhibition post

aucune variation de l’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence n’est observée suite à la 

transfection avec les nanoparticules cLNP, quelle que soit la normalisation appliquée. En observant 

plus attentivement les résultats obtenus, l’in

Allstar avec la Lipofectamine RNAimax s’avère être exacerbée, pouvant alors induire une 

surestimation de l’efficacité d’inhibition fonctionnelle mesurée. Plus difficile à comprendre, 

Chapitre V. Les nanoparticules cLNP pour la transfection de siARN 

13. Étude comparative de l’efficacité d’inhibition fonctionnelle avec la Lipofectamine RNAimax

GFP ont été transfectées par des siARN avec la Lipofectamine RNAimax, cLNPa ou cLNPb (n=24) 

ratio N/P = 12/1 – temps d’incubation = 72 heures) (*** : p < 0,001 par rappor

d’inhibition avec la Lipofectamine normalisée avec le contrôle siAllstar ; ### : p < 0,001 par rapport à l’efficacité 

d’inhibition avec la Lipofectamine normalisée avec le contrôle cellules non-transfectées

l’efficacité d’inhibition avec cLNPa normalisée par rapport au contrôle siAllstar

rapport à l’efficacité d’inhibition avec cLNPa normalisée par rapport au contrôle cellules non

Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII – canal FITC). Tests statistiques réalisés par 

Par ailleurs, une différence est observée concernant l’efficacité d’inhibition de l’intensité de 

fluorescence induite par la transfection de siGFP avec la Lipofectamine RNAim

normalisation appliquée. En effet, suite à la normalisation par rapport à l’intensité de fluorescence 

transfectées, l’inhibition fonctionnelle est significativement inférieure de 12,4% (p < 

0,001) par rapport à la normalisation avec les cellules transfectées par un complexe Lipofectamine 

RNAimax/siARN Allstar. Pour rappel, le siARN Allstar est un ARN interférent contrôle n’induisant 

aucune inhibition post-transcriptionnelle sur les cellules de mammifère

aucune variation de l’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence n’est observée suite à la 

transfection avec les nanoparticules cLNP, quelle que soit la normalisation appliquée. En observant 

plus attentivement les résultats obtenus, l’intensité de fluorescence issue de la transfection de siARN 

Allstar avec la Lipofectamine RNAimax s’avère être exacerbée, pouvant alors induire une 

surestimation de l’efficacité d’inhibition fonctionnelle mesurée. Plus difficile à comprendre, 
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ion fonctionnelle avec la Lipofectamine RNAimax : les 

GFP ont été transfectées par des siARN avec la Lipofectamine RNAimax, cLNPa ou cLNPb (n=24) 

: p < 0,001 par rapport à l’efficacité 

: p < 0,001 par rapport à l’efficacité 

transfectées ; ¤¤¤ : p < 0,001 par 

l’efficacité d’inhibition avec cLNPa normalisée par rapport au contrôle siAllstar ; ⌂⌂⌂ : p < 0,001 par 

rapport à l’efficacité d’inhibition avec cLNPa normalisée par rapport au contrôle cellules non-transfectées). 

canal FITC). Tests statistiques réalisés par 

Par ailleurs, une différence est observée concernant l’efficacité d’inhibition de l’intensité de 

fluorescence induite par la transfection de siGFP avec la Lipofectamine RNAimax, suivant la 

normalisation appliquée. En effet, suite à la normalisation par rapport à l’intensité de fluorescence 

transfectées, l’inhibition fonctionnelle est significativement inférieure de 12,4% (p < 

ion avec les cellules transfectées par un complexe Lipofectamine 

RNAimax/siARN Allstar. Pour rappel, le siARN Allstar est un ARN interférent contrôle n’induisant 

e sur les cellules de mammifère. Au contraire, 

aucune variation de l’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence n’est observée suite à la 

transfection avec les nanoparticules cLNP, quelle que soit la normalisation appliquée. En observant 

tensité de fluorescence issue de la transfection de siARN 

Allstar avec la Lipofectamine RNAimax s’avère être exacerbée, pouvant alors induire une 

surestimation de l’efficacité d’inhibition fonctionnelle mesurée. Plus difficile à comprendre, 
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l’utilisation de Lipofectamine RNAimax, dans les mêmes concentrations mais non complexé à des 

séquences d’acides nucléiques, n’induit aucune augmentation du niveau de l’intensité de 

fluorescence des cellules. Dès lors,  cette exacerbation de l’intensité de fluorescence est-elle due à 

une modification de la quantité de protéine GFP ou à une augmentation de l’auto-fluorescence des 

cellules ? Pour répondre à cette question, une analyse d’immuno-détection de la protéine GFP par 

immuno-empreinte est effectuée pour mesurer la quantité de protéine GFP contenue dans les 

cellules PC3-GFP dans différentes conditions (voir protocole page 146) (Figure V-14). 

 

Au niveau de la quantification protéique, la transfection de siGFP avec les vecteurs 

Lipofectamine RNAimax et cLNPa induisent respectivement 85,4% et 86,0% d’inhibition de la 

quantité de protéine GFP, après normalisation par rapport aux cellules non-transfectées ou par 

rapport aux cellules transfectées avec des siARN contrôle. De plus, la transfection de siGFP avec 

cLNPb permet une réduction de la quantité de protéine GFP de 71,6%, soit une différence 

significative par rapport aux deux autres vecteurs (p < 0,01). 

Un élément important dans cette expérience concerne les niveaux protéiques de GFP suite 

à la transfection du siARN contrôle. En effet, aucune différence significative n’est observée au niveau 

de la quantité de la protéine GFP quel que soit le vecteur utilisé pour la transfection de siARN Allstar 

(Figure V-15). Ainsi, l’exacerbation de l’intensité de fluorescence observée avec la Lipofectamine 

RNAimax lors de la transfection de siARN Allstar ne semble pas due à une augmentation de la 

quantité de protéine GFP. En outre, l’efficacité d’inhibition fonctionnelle comparable médiée par la 

Lipofectamine RNAimax et cLNPa (Figure V-14) semble être plus proche des interprétations 

effectuées après normalisation par rapport aux cellules transfectées avec le siARN Allstar, lors de 

l’étude sur l’évolution de l’intensité de fluorescence (Figure V-13). Ainsi, l’exacerbation de l’intensité 

de fluorescence observée avec le complexe Lipofectamine RNAimax/siARN Allstar peut également 

être induite dans les mêmes proportions avec le complexe Lipofectamine RNAimax/siGFP. Alors, 

l’efficacité d’inhibition fonctionnelle n’est ni surestimée, ni sous-estimée comme ça peut être le cas 

après la normalisation par rapport aux cellules non-transfectées. Ce phénomène impactant 

probablement l’auto-fluorescence de la cellule ne semble pas être dû au vecteur lipidique 

commercial seul, mais à l’association entre ce vecteur et des séquences d’acides nucléiques. En dépit 

du manque d’information sur l’implication des lipoplexes sur la variation de l’intensité de 

fluorescence des cellules PC3-GFP, nous proposerons une interprétation dans la partie discussion de 

ce chapitre. 



Chapitre V. Les nanoparticules cLNP pour la transfection de siARN

 

Figure V-14. Validation de l’inhibition fonctionnelle au niveau protéique : 

transfectées par des siARN avec la Lipofectamine RNAimax, cLNPa ou cLNPb. Une quantification protéine de la 

GFP a été réalisée par immuno-détection et normalisée par rapport à la quantité d’

20 nM – ratio N/P = 12/1 – temps d’incubation = 48 heures)  (***

protéine GFP après transfection avec le siAllstar en utilisant

à la quantité de protéine GFP après transfection avec le siGFP en utilisant la Lipofectamine RNAimax). Tests 

statistiques réalisés par ANOVA-2. 

 

Néanmoins, en plus des résultats d’inhibition fonctionnell

de siARN avec les nanoparticules cLNP, notamment cLNPa, l’absence de variation de l’intensité de 

fluorescence due à la présence de ces vecteurs offre un outil de vectorisation intéressant. En effet, 

de nombreuses études s’appuyant sur l’ARN interférence reposent sur des analyses de cytométrie en 

flux, et en particulier sur l’évolution de l’intensité de fluorescence induite par la transfection. Cette 

méthode rapide permet d’étudier des centaines de condition en parallèle 

transfection. À l’inverse, la quantification par immuno

un nombre d’échantillon plus réduit. Dès lors, l’utilisation d’un vecteur n’influençant pas l’auto

fluorescence des cellules peut 

robuste.  
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14. Validation de l’inhibition fonctionnelle au niveau protéique : les cellules PC3

transfectées par des siARN avec la Lipofectamine RNAimax, cLNPa ou cLNPb. Une quantification protéine de la 

détection et normalisée par rapport à la quantité d’α-tubuline (n=3)  ([siARN] = 

temps d’incubation = 48 heures)  (*** : p < 0,001 par rapport à la quantité de 

protéine GFP après transfection avec le siAllstar en utilisant le vecteur correspondant ; ##

à la quantité de protéine GFP après transfection avec le siGFP en utilisant la Lipofectamine RNAimax). Tests 

Néanmoins, en plus des résultats d’inhibition fonctionnelle élevés induits par la transfection 

de siARN avec les nanoparticules cLNP, notamment cLNPa, l’absence de variation de l’intensité de 

fluorescence due à la présence de ces vecteurs offre un outil de vectorisation intéressant. En effet, 

s’appuyant sur l’ARN interférence reposent sur des analyses de cytométrie en 

flux, et en particulier sur l’évolution de l’intensité de fluorescence induite par la transfection. Cette 

méthode rapide permet d’étudier des centaines de condition en parallèle immédiatement après la 

transfection. À l’inverse, la quantification par immuno-détection peut s’avérer plus fastidieuse et sur 

un nombre d’échantillon plus réduit. Dès lors, l’utilisation d’un vecteur n’influençant pas l’auto

 s’avérer être un avantage majeur pour une interprétation plus 
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les cellules PC3-GFP ont été 

transfectées par des siARN avec la Lipofectamine RNAimax, cLNPa ou cLNPb. Une quantification protéine de la 

tubuline (n=3)  ([siARN] = 

: p < 0,001 par rapport à la quantité de 

##: p < 0,01 par rapport 

à la quantité de protéine GFP après transfection avec le siGFP en utilisant la Lipofectamine RNAimax). Tests 

e élevés induits par la transfection 

de siARN avec les nanoparticules cLNP, notamment cLNPa, l’absence de variation de l’intensité de 

fluorescence due à la présence de ces vecteurs offre un outil de vectorisation intéressant. En effet, 

s’appuyant sur l’ARN interférence reposent sur des analyses de cytométrie en 

flux, et en particulier sur l’évolution de l’intensité de fluorescence induite par la transfection. Cette 

immédiatement après la 

détection peut s’avérer plus fastidieuse et sur 

un nombre d’échantillon plus réduit. Dès lors, l’utilisation d’un vecteur n’influençant pas l’auto-

s’avérer être un avantage majeur pour une interprétation plus 
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Une étude comparative plus générique a alors été effectuée avec de nombreux agents de 

transfection de siARN commercialisés

peptidiques (Nter), hybrides polymériques

(Lipofectamine, Oligofectamine, SilentFECT, DharmaFECT, Interferin, DOTAP liposomal reagent). 

Comme précédemment, les résultats d’inhibition de l’intensité

ont été normalisés suivant les deux méthodes

Allstar ou par rapport aux cellules non

 

Figure V-15. Comparaison de l’efficacité de transfection par r

PC3-GFP ont été transfectées par des siARN avec différents vecteurs commerciaux (n=3)  ([siARN] = 20 nM 

ratio N/P = 12/1 – temps d’incubation = 72 heures)  (

cLNPa normalisée avec le contrôle siAllstar 

avec cLNPa normalisée avec le contrôle cellules non

cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII 

 

Suite à la normalisation par rapport aux cellules transfectées avec le siARN Allstar, cLNPa 

apparaît comme l’un des quatre agents de transfection autorisant l’efficacité d’inhibition de 

l’intensité de fluorescence la plus élevée, sur les cellules PC3

SilentFECT, le DharmaFECT et l’Oligofectamine démontrent une efficacité d’inhibition fonctionnelle 

significativement comparable (Figure V

testés permettent une inhibition fonctionnelle entre 4 et 14% moins élevée après transfection de 

Chapitre V. Les nanoparticules cLNP pour la transfection de siARN 

Une étude comparative plus générique a alors été effectuée avec de nombreux agents de 

transfection de siARN commercialisés (Figure V-15), avec des compositions différentes

peptidiques (Nter), hybrides polymériques-lipidiques (TransIT-TKO) ou uniquement lipidiques 

(Lipofectamine, Oligofectamine, SilentFECT, DharmaFECT, Interferin, DOTAP liposomal reagent). 

Comme précédemment, les résultats d’inhibition de l’intensité de fluorescence des cellules PC3

ont été normalisés suivant les deux méthodes : par rapport aux cellules transfectées avec le siARN 

Allstar ou par rapport aux cellules non-transfectées. 

15. Comparaison de l’efficacité de transfection par rapport aux agents commerciaux : 

GFP ont été transfectées par des siARN avec différents vecteurs commerciaux (n=3)  ([siARN] = 20 nM 

temps d’incubation = 72 heures)  (*** : p < 0,001 par rapport à l’efficacité d’inhibit

cLNPa normalisée avec le contrôle siAllstar – ANOVA-2 – ; # : p < 0,001 par rapport à l’efficacité d’inhibition 

avec cLNPa normalisée avec le contrôle cellules non-transfectées – Test de Kruskal-Wallis 

cellules (FACS BD LSRII – canal FITC). 

Suite à la normalisation par rapport aux cellules transfectées avec le siARN Allstar, cLNPa 

apparaît comme l’un des quatre agents de transfection autorisant l’efficacité d’inhibition de 

a plus élevée, sur les cellules PC3-GFP (rouge). En effet, seuls le 

SilentFECT, le DharmaFECT et l’Oligofectamine démontrent une efficacité d’inhibition fonctionnelle 

significativement comparable (Figure V-16). Tous les autres agents de transfection commer

permettent une inhibition fonctionnelle entre 4 et 14% moins élevée après transfection de 
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Une étude comparative plus générique a alors été effectuée avec de nombreux agents de 

15), avec des compositions différentes : des vecteurs 

TKO) ou uniquement lipidiques 

(Lipofectamine, Oligofectamine, SilentFECT, DharmaFECT, Interferin, DOTAP liposomal reagent). 

de fluorescence des cellules PC3-GFP 

: par rapport aux cellules transfectées avec le siARN 

 

apport aux agents commerciaux : les cellules 

GFP ont été transfectées par des siARN avec différents vecteurs commerciaux (n=3)  ([siARN] = 20 nM – 

: p < 0,001 par rapport à l’efficacité d’inhibition avec 

: p < 0,001 par rapport à l’efficacité d’inhibition 

Wallis –). Analyse par 

Suite à la normalisation par rapport aux cellules transfectées avec le siARN Allstar, cLNPa 

apparaît comme l’un des quatre agents de transfection autorisant l’efficacité d’inhibition de 

GFP (rouge). En effet, seuls le 

SilentFECT, le DharmaFECT et l’Oligofectamine démontrent une efficacité d’inhibition fonctionnelle 

16). Tous les autres agents de transfection commerciaux 

permettent une inhibition fonctionnelle entre 4 et 14% moins élevée après transfection de 
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siGFP sur les cellules PC3-GFP. En particulier, malgré ses résultats inférieurs à cLNPa, cLNPb se 

retrouve dans cette gamme d’efficacité comparable aux autres agents de transfection testés (bleu) 

(Figure V-15). 

Par ailleurs, le même phénomène que précédemment est observé concernant 

l’exacerbation de l’intensité de fluorescence suite à la transfection de siARN contrôle. Ainsi, comme 

précédemment, la normalisation par rapport aux cellules non-transfectées induit une sous-

estimation de l’efficacité d’inhibition fonctionnelle médiée par ces vecteurs. La plupart des agents de 

transfection commerciaux semble impacter l’intensité de fluorescence des cellules PC3-GFP après 

transfection de séquences d’acides nucléiques. Ce phénomène sera discuté à la fin de ce chapitre. 

Encore une fois, les nanovecteurs cLNP s’imposent comme des outils de transfection compétitifs de 

par leur efficacité d’inhibition fonctionnelle couplée à une absence d’influence sur l’auto-

fluorescence des cellules due aux particules. 

 

2.4. Les avantages apportés par les nanoparticules cLNP 

2.4.1. Étude de la cytotoxicité induite lors de la transfection 

2.4.1.1. Cytotoxicité des nanoparticules cLNP seules 

L’innocuité des nanovecteurs utilisés est un paramètre important exigé lors de cette étude. 

En particulier pour l’étude de l’impact de la transfection de siARN, l’incubation des cellules en 

présence des nanoparticules ne doit pas engendrer une altération du phénotype. Les nanoparticules 

neutres LNP ont déjà prouvé une innocuité importante dans diverses études, notamment en 

présentant une concentration inhibitrice médiane pour laquelle 50% des cellules sont mortes (ou 

IC50) supérieure à 1 mg/mL [24]. Cependant, les modifications apportées sur la couronne des 

particules, en particulier avec l’ajout de lipides cationiques, ont permis de développer un objet 

différent exigeant une nouvelle étude en termes de cytotoxicité. C’est pourquoi trois tests différents 

ont été effectués afin de mesurer l’impact des nanoparticules cLNPa et cLNPb sur les cellules PC3, 

d’après les recommandations des laboratoires de caractérisation en nanotechnologie (US-NCL) : un 

test WST-1, une mesure des quantités de LDH relarguées et un test CFE (voir protocole page 142). 

Pour ces différentes expériences, la concentration en lipide cationique contenue dans les particules a 

été choisi comme référentiel : la quantité de nanoparticules étant choisie suite à l’établissement du 

rapport molaire N/P, il paraît plus cohérent d’effectuer une comparaison par rapport à la 

concentration en DOTAP. 
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Le test WST-1 est basé sur la réduction de la molécule WST

1) permise par l’activité déshydrogénase des enzymes de la chaîne mitochondriale (p

135). Des sels de tétrazolium sont clivés en f

cellules métaboliquement active

molécule témoigne d’une augmentation du nombre de cell

mitochondriale exacerbée. À l’inverse, une diminution de l’absorbance de cette molécule peut être 

expliquée par une diminution de l’activité de la chaîne mitochondriale et/ou une diminution de la 

quantité de cellules suite à la mort cellulaire.

 

Figure V-16. Cytotoxicité des cLNP basée sur l’activité mitochondriale : 

24 heures avec différentes concentrations en cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu). Un test colorimétrique mesurant 

l’activité mitochondriale est permis 

est mesurée par un lecteur de microplaques Tecan.

 

L’absorbance du formazan est mesurée dans les cultures cellulaires ayant été incubées avec 

différentes concentrations en cLNP, pu

des analyses effectuées (voir protocole page 

nanoparticulaires cLNP ne présentent aucune modification de l’activité métabolique mesurée jusqu’à 

une concentration en DOTAP de 25 µg/mL. Ainsi, la viabilité cellulaire des PC3 est évaluée à 100% 

jusqu’à cette concentration pour cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu). Jusqu’à une concentration en DOTAP 
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1 est basé sur la réduction de la molécule WST-1 (ou water

) permise par l’activité déshydrogénase des enzymes de la chaîne mitochondriale (p

de tétrazolium sont clivés en formazan, dont l’absorbance reflète la quantité de 

métaboliquement actives en culture [25]. Une augmentation de l’absorbance de cette 

molécule témoigne d’une augmentation du nombre de cellules viables ou d’une activité de la chaîne 

l’inverse, une diminution de l’absorbance de cette molécule peut être 

expliquée par une diminution de l’activité de la chaîne mitochondriale et/ou une diminution de la 

suite à la mort cellulaire. 

16. Cytotoxicité des cLNP basée sur l’activité mitochondriale : les cellules PC3 sont incubées pendant 

24 heures avec différentes concentrations en cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu). Un test colorimétrique mesurant 

 par l’incubation de WST-1 à 10% pendant 2 à 3 heures (n = 6). L’absorbance 

est mesurée par un lecteur de microplaques Tecan. 

ormazan est mesurée dans les cultures cellulaires ayant été incubées avec 

différentes concentrations en cLNP, puis le pourcentage de viabilité cellulaire a été calculé à partir 

des analyses effectuées (voir protocole page 142) (Figure V-16). Les deux formulations 

nanoparticulaires cLNP ne présentent aucune modification de l’activité métabolique mesurée jusqu’à 

oncentration en DOTAP de 25 µg/mL. Ainsi, la viabilité cellulaire des PC3 est évaluée à 100% 

jusqu’à cette concentration pour cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu). Jusqu’à une concentration en DOTAP 
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water-soluble tetrazolium-

) permise par l’activité déshydrogénase des enzymes de la chaîne mitochondriale (protocole page 

ormazan, dont l’absorbance reflète la quantité de 

en culture [25]. Une augmentation de l’absorbance de cette 

ou d’une activité de la chaîne 

l’inverse, une diminution de l’absorbance de cette molécule peut être 

expliquée par une diminution de l’activité de la chaîne mitochondriale et/ou une diminution de la 

 

les cellules PC3 sont incubées pendant 

24 heures avec différentes concentrations en cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu). Un test colorimétrique mesurant 

1 à 10% pendant 2 à 3 heures (n = 6). L’absorbance 

ormazan est mesurée dans les cultures cellulaires ayant été incubées avec 

is le pourcentage de viabilité cellulaire a été calculé à partir 

16). Les deux formulations 

nanoparticulaires cLNP ne présentent aucune modification de l’activité métabolique mesurée jusqu’à 

oncentration en DOTAP de 25 µg/mL. Ainsi, la viabilité cellulaire des PC3 est évaluée à 100% 

jusqu’à cette concentration pour cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu). Jusqu’à une concentration en DOTAP 
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de 50 µg/mL, cLNPa autorise une viabilité cellulaire de 86% tandis que cLNPb ne démontre aucun 

signe de cytotoxicité (Figure V-16). L’IC50 des cLNPa et cLNPb est estimé à des concentrations en 

DOTAP de respectivement 114 et 181 µg/mL, équivalentes à des concentrations en nanoparticules 

lipidiques de 394 et 1816 µg/mL. 

Lorsque la comparaison s’effectue en fonction de la concentration en DOTAP, l’IC50 des 

particules cLNPb est environ 1,6 fois supérieur que celui des particules cLNPa sur les cellules PC3. En 

comparant par rapport à la concentration lipidique totale, l’IC50 est estimé 4,6 fois supérieur avec 

cLNPb par rapport à cLNPa. Cette différence s’explique par une concentration plus élevée en DOTAP 

dans les formulations de nanoparticule cLNPa par rapport aux particules cLNPb. Ainsi, pour obtenir 

une même concentration en lipide cationique, ou un même rapport molaire N/P, il est nécessaire 

d’ajouter une quantité plus élevée de nanoparticules cLNPb. 

 

 

D’après le test mesurant la viabilité cellulaire à partir de l’activité métabolique des cellules, 

une utilisation des cLNP est optimale pour des concentrations en DOTAP inférieures ou égales à 25 

µg/mL. Néanmoins, un second test a été effectué en se basant sur l’intégrité des membranes 

plasmiques (voir protocole page 142). Ainsi, le lactate déshydrogénase intra-cytoplasmique (LDH) est 

mesuré dans le milieu extracellulaire pour établir le niveau d’intégrité de la membrane plasmique 

[26, 27]. Après 24 heures d’incubation des cellules PC3 en présence de différentes concentrations en 

cLNP, le milieu extracellulaire est prélevé pour effectuer une réaction colorimétrique quantifiant le 

LDH.  

Comme pour le test WST-1, la mesure de l’absorbance du formazan formé témoigne de la 

présence de l’enzyme LDH, et ainsi de l’intégrité de la membrane cellulaire. Ainsi, la cytotoxicité 

induite sur les cellules PC3 par 24 heures d’incubation de différentes concentrations en 

nanoparticules cLNP a pu être déterminée (Figure V-17). Jusqu’à une concentration en DOTAP de 25 

µg/mL, cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu) n’induisent pas un relargage significatif de l’enzyme LDH dans 

le milieu extracellulaire, ainsi la cytotoxicité reste très faible (< 5%). L’augmentation de la 

concentration en DOTAP contenu dans les nanoparticules entraîne alors une augmentation de la 

cytotoxicité induite. D’après ce test, l’IC50 est estimé à une concentration en DOTAP d’environ 100 

µg/mL pour les deux formulations cLNP, équivalente à une concentration en lipide total de 

respectivement 346 et 1006 µg/mL pour les cLNPa et les cLNPb. 
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Figure V-17. Cytotoxicité des cLNP basée sur l’intégrité de la membrane : 

pendant 24 heures avec différentes concentrations en cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu). Un test colorimétrique 

mesurant l’intégrité des membranes plasmiques est permis par l’utilisation d’un kit quantifiant l’enzyme LDH 

relargué (n = 6). L’absorbance est mesurée par un lecteur de micr

 

Ainsi, les deux formulations de nanoparticule cLNPa et cLNPb semble présenter un profil de 

cytotoxicité similaire sur les cellules PC3. Une concentration en DOTAP estimée à 25 µg/mL 

correspond à un rapport molaire N/P de 48/1 (pour [siARN]

basés sur une incubation des nanoparticules pendant 24 heures en présence des cellules, 

démontrent une innocuité cellulaire élevée compatible avec leur utilisation pour la transfection de 

siARN sur le modèle cellulaire PC3. Pour rappel, un rapport molaire N/P de 12/1 est utilisé lors des 

expériences de transfection fonctionnelle (pour [siARN] = 20 nM), soit une concentration quatre fois 

plus faible. 

Ces deux premiers tests sont d’ailleurs en accord avec le contr

heures d’incubation en présence des nanoparticules cationiques (Figure V

photographies, la morphologie des cellules PC3 reste inchangée jusqu’à des concentrations en 

DOTAP de 25 µg/mL, quelle que soit la particule 

signes de souffrance pour une concentration plus élevée ([DOTAP] = 100 µg/mL) (Figure V
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17. Cytotoxicité des cLNP basée sur l’intégrité de la membrane : les cellules PC3 sont incubées 

fférentes concentrations en cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu). Un test colorimétrique 

mesurant l’intégrité des membranes plasmiques est permis par l’utilisation d’un kit quantifiant l’enzyme LDH 

relargué (n = 6). L’absorbance est mesurée par un lecteur de microplaques Tecan. 

Ainsi, les deux formulations de nanoparticule cLNPa et cLNPb semble présenter un profil de 

cytotoxicité similaire sur les cellules PC3. Une concentration en DOTAP estimée à 25 µg/mL 

correspond à un rapport molaire N/P de 48/1 (pour [siARN] = 20 nM). Ces tests de viabilité cellulaire, 

basés sur une incubation des nanoparticules pendant 24 heures en présence des cellules, 

démontrent une innocuité cellulaire élevée compatible avec leur utilisation pour la transfection de 

llulaire PC3. Pour rappel, un rapport molaire N/P de 12/1 est utilisé lors des 

expériences de transfection fonctionnelle (pour [siARN] = 20 nM), soit une concentration quatre fois 

Ces deux premiers tests sont d’ailleurs en accord avec le contrôle visuel effectué après 24 

heures d’incubation en présence des nanoparticules cationiques (Figure V

photographies, la morphologie des cellules PC3 reste inchangée jusqu’à des concentrations en 

DOTAP de 25 µg/mL, quelle que soit la particule utilisée. Cependant, plusieurs cellules montrent des 

signes de souffrance pour une concentration plus élevée ([DOTAP] = 100 µg/mL) (Figure V
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les cellules PC3 sont incubées 

fférentes concentrations en cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu). Un test colorimétrique 

mesurant l’intégrité des membranes plasmiques est permis par l’utilisation d’un kit quantifiant l’enzyme LDH 

Ainsi, les deux formulations de nanoparticule cLNPa et cLNPb semble présenter un profil de 

cytotoxicité similaire sur les cellules PC3. Une concentration en DOTAP estimée à 25 µg/mL 

= 20 nM). Ces tests de viabilité cellulaire, 

basés sur une incubation des nanoparticules pendant 24 heures en présence des cellules, 

démontrent une innocuité cellulaire élevée compatible avec leur utilisation pour la transfection de 

llulaire PC3. Pour rappel, un rapport molaire N/P de 12/1 est utilisé lors des 

expériences de transfection fonctionnelle (pour [siARN] = 20 nM), soit une concentration quatre fois 

ôle visuel effectué après 24 

heures d’incubation en présence des nanoparticules cationiques (Figure V-18). Sur ces 

photographies, la morphologie des cellules PC3 reste inchangée jusqu’à des concentrations en 

utilisée. Cependant, plusieurs cellules montrent des 

signes de souffrance pour une concentration plus élevée ([DOTAP] = 100 µg/mL) (Figure V-18). 
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Figure V-18. Cytotoxicité des cLNP basée un contrôle visuel : 

photographies des cellules PC3 après incubation de cLNP à des concentrations en DOTAP de respectivement 0

12,5 ; 25 et 100 µg/mL. Les quatre premières photographies concernent cLNPa tandis que les quatre dernières 

utilisent cLNPb. Photographies issues de microscopie en contraste de phase (10X).

 

Toutefois, nous avons souhaité effectué un dernier test de cytotoxicité avec une période 

d’incubation de 72 heures, comme c’est le cas lors de la transfection. Ce test est basé sur la faculté 

des cellules à former des colonies après incubation de 72 heures avec différentes concentrations en 

cLNP (voir protocole page 142). Jusqu’à une concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL, le nombre de 

colonie formé reste identique à celui des cellules n’ayant pas incubé

19). Cependant, une augmentation de la concentration en DOTAP contenu dans les nanoparticules 

au-delà de cette concentration entraîne une diminution du nombre de colonie formé

concentration en DOTAP de 25 µg/mL, le n

démontrant une cytotoxicité modérée. 

colonie n’est visualisable dans la boite de pétri (Figure V

Ainsi, en vue de transfection avec des temps d’i

une concentration inférieure ou égale à 12,5 µg/mL de DOTAP est exigée afin d’éviter tout risque de 

cytotoxicité sur les cellules traitées. Cette concentration correspond à un rapport molaire N/P égal à 

24/1. Ainsi, le rapport molaire N/P établi

cytotoxicité effectués sur les nanoparticules cLNP. En outre, la forte innocuité cellulaire de ces 

particules permet un travail dans une gamme de concentration large
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18. Cytotoxicité des cLNP basée un contrôle visuel : (a) ; (b) ; (c) ; (d) et (e) 

photographies des cellules PC3 après incubation de cLNP à des concentrations en DOTAP de respectivement 0

; 25 et 100 µg/mL. Les quatre premières photographies concernent cLNPa tandis que les quatre dernières 

ies issues de microscopie en contraste de phase (10X). 

Toutefois, nous avons souhaité effectué un dernier test de cytotoxicité avec une période 

d’incubation de 72 heures, comme c’est le cas lors de la transfection. Ce test est basé sur la faculté 

ules à former des colonies après incubation de 72 heures avec différentes concentrations en 

). Jusqu’à une concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL, le nombre de 

colonie formé reste identique à celui des cellules n’ayant pas incubées de nanoparticule (Figure V

19). Cependant, une augmentation de la concentration en DOTAP contenu dans les nanoparticules 

delà de cette concentration entraîne une diminution du nombre de colonie formé

concentration en DOTAP de 25 µg/mL, le nombre de colonie formé est évalué 20% plus faible, 

démontrant une cytotoxicité modérée. À une concentration en DOTAP de 100 µg/mL, plus aucune 

colonie n’est visualisable dans la boite de pétri (Figure V-19). 

Ainsi, en vue de transfection avec des temps d’incubation pouvant aller jusqu’à 72 heures, 

une concentration inférieure ou égale à 12,5 µg/mL de DOTAP est exigée afin d’éviter tout risque de 

cytotoxicité sur les cellules traitées. Cette concentration correspond à un rapport molaire N/P égal à 

, le rapport molaire N/P établi précédemment à 12/1 est en accord avec les trois tests de 

cytotoxicité effectués sur les nanoparticules cLNP. En outre, la forte innocuité cellulaire de ces 

un travail dans une gamme de concentration large sans apporter de cytotoxicité.
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 ; (f) ; (g) ; (h) sont des 

photographies des cellules PC3 après incubation de cLNP à des concentrations en DOTAP de respectivement 0 ; 

; 25 et 100 µg/mL. Les quatre premières photographies concernent cLNPa tandis que les quatre dernières 

Toutefois, nous avons souhaité effectué un dernier test de cytotoxicité avec une période 

d’incubation de 72 heures, comme c’est le cas lors de la transfection. Ce test est basé sur la faculté 

ules à former des colonies après incubation de 72 heures avec différentes concentrations en 

). Jusqu’à une concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL, le nombre de 

es de nanoparticule (Figure V-

19). Cependant, une augmentation de la concentration en DOTAP contenu dans les nanoparticules 

delà de cette concentration entraîne une diminution du nombre de colonie formé : dès une 

ombre de colonie formé est évalué 20% plus faible, 

une concentration en DOTAP de 100 µg/mL, plus aucune 

ncubation pouvant aller jusqu’à 72 heures, 

une concentration inférieure ou égale à 12,5 µg/mL de DOTAP est exigée afin d’éviter tout risque de 

cytotoxicité sur les cellules traitées. Cette concentration correspond à un rapport molaire N/P égal à 

précédemment à 12/1 est en accord avec les trois tests de 

cytotoxicité effectués sur les nanoparticules cLNP. En outre, la forte innocuité cellulaire de ces 

sans apporter de cytotoxicité. 
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Figure V-19. Cytotoxicité des cLNP basée sur un test CFE : 

(Colony Forming Efficiency ou CFE) permet d’établir un profil de cytotoxicité des cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu)

(n=3). 

 

Néanmoins, nous avons observé précédemment que les agents de transfection 

commerciaux pouvaient induire des variations dans le phénotype des cellules traitées, mais 

seulement après complexation avec des séquences d’acides nucléiques. En effet, le 

n’induisait pas de changement au niveau de l’intensité de fluorescence des cellules, alors qu’une 

complexation à des siARN exacerbait l’intensité de fluorescence mesurée. L’étude de la cytotoxicité 

des cellules PC3 semble nécessaire après incu

tests réalisés jusqu’ici. 

 

2.4.1.2. Cytotoxicité des complexes cLNPa/siARN

Les tests sur la viabilité cellulaire effectués sur les nanoparticules cLNP seules ont établi une 

concentration en DOTAP limite de 12,5 µg/

des signes de cytotoxicité peuvent être mesurés. Afin d’évaluer l’innocuité de ces particules, après 

complexation de siARN, une transfection de siARN Allstar a été effectuée sur 72 heures au rappor

molaire N/P de 24/1, correspond à une concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL. Les cellules ont 

ensuite été incubées en présence de CellEvent

cytométrie en flux (Figure V-20).
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19. Cytotoxicité des cLNP basée sur un test CFE : l’efficacité de formation des colonies cellulaires 

(Colony Forming Efficiency ou CFE) permet d’établir un profil de cytotoxicité des cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu)

Néanmoins, nous avons observé précédemment que les agents de transfection 

commerciaux pouvaient induire des variations dans le phénotype des cellules traitées, mais 

seulement après complexation avec des séquences d’acides nucléiques. En effet, le 

n’induisait pas de changement au niveau de l’intensité de fluorescence des cellules, alors qu’une 

complexation à des siARN exacerbait l’intensité de fluorescence mesurée. L’étude de la cytotoxicité 

des cellules PC3 semble nécessaire après incubation des complexes cLNP/siARN, en complément des 

Cytotoxicité des complexes cLNPa/siARN 

Les tests sur la viabilité cellulaire effectués sur les nanoparticules cLNP seules ont établi une 

concentration en DOTAP limite de 12,5 µg/mL, pour une incubation de 72 heures, à partir de laquelle 

des signes de cytotoxicité peuvent être mesurés. Afin d’évaluer l’innocuité de ces particules, après 

complexation de siARN, une transfection de siARN Allstar a été effectuée sur 72 heures au rappor

molaire N/P de 24/1, correspond à une concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL. Les cellules ont 

ensuite été incubées en présence de CellEvent®, un marqueur de l’apoptose, avant une analyse par 

20). 
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’efficacité de formation des colonies cellulaires 

(Colony Forming Efficiency ou CFE) permet d’établir un profil de cytotoxicité des cLNPa (rouge) et cLNPb (bleu) 

Néanmoins, nous avons observé précédemment que les agents de transfection 

commerciaux pouvaient induire des variations dans le phénotype des cellules traitées, mais 

seulement après complexation avec des séquences d’acides nucléiques. En effet, le vecteur seul 

n’induisait pas de changement au niveau de l’intensité de fluorescence des cellules, alors qu’une 

complexation à des siARN exacerbait l’intensité de fluorescence mesurée. L’étude de la cytotoxicité 

bation des complexes cLNP/siARN, en complément des 

Les tests sur la viabilité cellulaire effectués sur les nanoparticules cLNP seules ont établi une 

mL, pour une incubation de 72 heures, à partir de laquelle 

des signes de cytotoxicité peuvent être mesurés. Afin d’évaluer l’innocuité de ces particules, après 

complexation de siARN, une transfection de siARN Allstar a été effectuée sur 72 heures au rapport 

molaire N/P de 24/1, correspond à une concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL. Les cellules ont 

, un marqueur de l’apoptose, avant une analyse par 
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Le CellEvent® est un peptide 

Valine-Aspartate) conjugué à un fluorophore se liant spécifiquement aux acides nucléiques. Le 

peptide correspond à un site de clivage pour les caspases 3 et 7, impliquées dans les mécanismes 

d’apoptose, tandis que le fluorophore reste inactif tant que sa conjugaison au peptide l’empêche de 

se lier à des acides nucléiques. Ainsi, dans les cellules en situation apoptotique, l’activation des 

caspases 3 et 7 est augmentée, provoquant le clivage du peptide con

fluorophore une fois libre peut alors se lier à l’ADN des cellules et provoquer une émission de 

fluorescence à environ 530 nm. Une augmentation de la fluorescence est alors corrélée à un niveau 

d’apoptose des cellules traitées. 

 

Figure V-20. Test de cytotoxicité lors de la transfection de complexes cLNPa/siARN : 

transfectées afin d’évaluer la cytotoxicité du complexe cLNPa

CellEvent®, est incubé post-transfection 

= 24/1 – temps de transfection = 72 heures). Analyse par cytométrie en flux sur 10

canal FITC). 

 

Les cellules PC3 incubées 72 heures avec des nanoparticule

concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL, ne démontrent aucune augmentation de l’intensité de 

fluorescence CellEvent® par rapport aux cellules non

des cellules sont positives pour la fluorescenc

cellules. En outre, les cLNPa testées encapsulant un fluorophore, l’augmentation de la fluorescence 

DiD est observée, démontrant l’interaction des nanoparticules avec les cellules (Figure V

les mêmes conditions, les nanoparticules complexées aux siARN Allstar à un rapport molaire N/P de 
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Le CellEvent® est un peptide de quatre acides aminés (DEVD ou Aspartate

Aspartate) conjugué à un fluorophore se liant spécifiquement aux acides nucléiques. Le 

peptide correspond à un site de clivage pour les caspases 3 et 7, impliquées dans les mécanismes 

tandis que le fluorophore reste inactif tant que sa conjugaison au peptide l’empêche de 

se lier à des acides nucléiques. Ainsi, dans les cellules en situation apoptotique, l’activation des 

caspases 3 et 7 est augmentée, provoquant le clivage du peptide contenant dans le CellEvent®. Le 

fluorophore une fois libre peut alors se lier à l’ADN des cellules et provoquer une émission de 

fluorescence à environ 530 nm. Une augmentation de la fluorescence est alors corrélée à un niveau 

 

20. Test de cytotoxicité lors de la transfection de complexes cLNPa/siARN : 

transfectées afin d’évaluer la cytotoxicité du complexe cLNPa-DiD/siARN. Un marqueur de l’apoptose, le 

transfection pour établir un profil de cytotoxicité (n=3) ([siARN] = 20 nM 

temps de transfection = 72 heures). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII 

Les cellules PC3 incubées 72 heures avec des nanoparticules cLNPa

concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL, ne démontrent aucune augmentation de l’intensité de 

® par rapport aux cellules non-traitées (Figure V-20). En effet, moins de 10% 

des cellules sont positives pour la fluorescence CellEvent® indiquant un niveau d’apoptose basal des 

cellules. En outre, les cLNPa testées encapsulant un fluorophore, l’augmentation de la fluorescence 

DiD est observée, démontrant l’interaction des nanoparticules avec les cellules (Figure V

s mêmes conditions, les nanoparticules complexées aux siARN Allstar à un rapport molaire N/P de 
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de quatre acides aminés (DEVD ou Aspartate-Glutamate-

Aspartate) conjugué à un fluorophore se liant spécifiquement aux acides nucléiques. Le 

peptide correspond à un site de clivage pour les caspases 3 et 7, impliquées dans les mécanismes 

tandis que le fluorophore reste inactif tant que sa conjugaison au peptide l’empêche de 

se lier à des acides nucléiques. Ainsi, dans les cellules en situation apoptotique, l’activation des 

tenant dans le CellEvent®. Le 

fluorophore une fois libre peut alors se lier à l’ADN des cellules et provoquer une émission de 

fluorescence à environ 530 nm. Une augmentation de la fluorescence est alors corrélée à un niveau 

 

20. Test de cytotoxicité lors de la transfection de complexes cLNPa/siARN : les cellules PC3 sont 

DiD/siARN. Un marqueur de l’apoptose, le 

pour établir un profil de cytotoxicité (n=3) ([siARN] = 20 nM – ratio N/P 

cellules (FACS BD LSRII – 

s cLNPa-DiD, à une 

concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL, ne démontrent aucune augmentation de l’intensité de 

20). En effet, moins de 10% 

® indiquant un niveau d’apoptose basal des 

cellules. En outre, les cLNPa testées encapsulant un fluorophore, l’augmentation de la fluorescence 

DiD est observée, démontrant l’interaction des nanoparticules avec les cellules (Figure V-20). Dans 

s mêmes conditions, les nanoparticules complexées aux siARN Allstar à un rapport molaire N/P de 
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24/1 n’entraînent aucune modification de l’intensité de fluorescence 

cellule positive pour cette fluorescence reste inférieur à 10%, co

Complexés ou non à des courtes séquences d’acides nucléiques, les nanoparticules cLNP ne 

présentent donc aucune cytotoxicité sur les cellules PC3, jusqu’à une concentration en DOTAP de 

12,5 µg/mL. 

 

2.4.2. Suivi de la transfection par fluorescence

En plus d’une efficacité de transfection fonctionnelle comparable aux meilleurs agents 

commerciaux, les cLNP possèdent notamment l’avantage de pouvoir encapsuler des composés 

lipophiles tels que des molécules chimio

suivi de la distribution des nanoparticules cLNP et ainsi, des siARN complexés à leur surface. Une 

sélection des cellules ayant spécifiquement internalisée ces particules est possible pour assurer une 

étude sur les structures ayant subies la transfection, évitant ainsi un bruit de fond apporté par les 

cellules non-transfectées. Une expérience de transfection a ainsi été visualisée sur 26 heures, après 

incubation de complexes cLNPa-

 

Figure V-21. Imagerie de la transfection et de l’inhibition de l’expression de la GFP : 

transfectées par des siGFP complexés aux cLNPa

fluorescence GFP est suivie en épifluo

des particules est également suivie en fluorescence (rouge). Des images ont été prises toutes les 20 minutes 

avec un grossissement X10. Le même champ est fixé pour chaque image.

 

Les images issues du suivi de la transfection en vidéomicroscopie montrent une 

internalisation des cLNPa qui s’accumulent dans les cellules après quelques dizaines de minutes (en 

rouge). Cette internalisation des cLNPa
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24/1 n’entraînent aucune modification de l’intensité de fluorescence CellEvent

cellule positive pour cette fluorescence reste inférieur à 10%, comme pour les contrôles précédents.

Complexés ou non à des courtes séquences d’acides nucléiques, les nanoparticules cLNP ne 

présentent donc aucune cytotoxicité sur les cellules PC3, jusqu’à une concentration en DOTAP de 

transfection par fluorescence 

En plus d’une efficacité de transfection fonctionnelle comparable aux meilleurs agents 

commerciaux, les cLNP possèdent notamment l’avantage de pouvoir encapsuler des composés 

lipophiles tels que des molécules chimio-thérapeutiques ou des fluorophores. Cet outil autorise un 

suivi de la distribution des nanoparticules cLNP et ainsi, des siARN complexés à leur surface. Une 

sélection des cellules ayant spécifiquement internalisée ces particules est possible pour assurer une 

ur les structures ayant subies la transfection, évitant ainsi un bruit de fond apporté par les 

transfectées. Une expérience de transfection a ainsi été visualisée sur 26 heures, après 

-DiD/siGFP (Figure V-21). 

21. Imagerie de la transfection et de l’inhibition de l’expression de la GFP : les cellules PC3

transfectées par des siGFP complexés aux cLNPa-DiD à un rapport molaire N/P de 12/1. L’inhibition de la 

fluorescence GFP est suivie en épifluorescence par vidéomiscroscopie (Zeiss) sur 26 heures (vert). La distribution 

des particules est également suivie en fluorescence (rouge). Des images ont été prises toutes les 20 minutes 

avec un grossissement X10. Le même champ est fixé pour chaque image. 

Les images issues du suivi de la transfection en vidéomicroscopie montrent une 

internalisation des cLNPa qui s’accumulent dans les cellules après quelques dizaines de minutes (en 

rouge). Cette internalisation des cLNPa-DiD est visualisée sur la photographie prise après 7 heures 
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CellEvent®. Le nombre de 

mme pour les contrôles précédents. 

Complexés ou non à des courtes séquences d’acides nucléiques, les nanoparticules cLNP ne 

présentent donc aucune cytotoxicité sur les cellules PC3, jusqu’à une concentration en DOTAP de 

En plus d’une efficacité de transfection fonctionnelle comparable aux meilleurs agents 

commerciaux, les cLNP possèdent notamment l’avantage de pouvoir encapsuler des composés 

ques ou des fluorophores. Cet outil autorise un 

suivi de la distribution des nanoparticules cLNP et ainsi, des siARN complexés à leur surface. Une 

sélection des cellules ayant spécifiquement internalisée ces particules est possible pour assurer une 

ur les structures ayant subies la transfection, évitant ainsi un bruit de fond apporté par les 

transfectées. Une expérience de transfection a ainsi été visualisée sur 26 heures, après 

 

les cellules PC3-GFP sont 

DiD à un rapport molaire N/P de 12/1. L’inhibition de la 

rescence par vidéomiscroscopie (Zeiss) sur 26 heures (vert). La distribution 

des particules est également suivie en fluorescence (rouge). Des images ont été prises toutes les 20 minutes 

Les images issues du suivi de la transfection en vidéomicroscopie montrent une 

internalisation des cLNPa qui s’accumulent dans les cellules après quelques dizaines de minutes (en 

e prise après 7 heures 
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d’incubation. Cette internalisation est suivie d’une extinction majeure de la fluorescence GFP des 

cellules : une photographie prise après 26 heures d’incubation des complexes cLNPa

montre une absence quasi-totale de la flu

Cette efficacité d’inhibition fonctionnelle observée après seulement 26 heures d’incubation 

ne concorde par avec la cinétique effectuée précédemment. En effet, pour obtenir une efficacité 

d’inhibition de l’intensité de fluorescence maximale après une analyse par cytométrie en flux, une 

incubation des complexes pendant 72 heures était nécessaire. La sensibilité permise par la 

cytométrie en flux est largement supérieure, expliquant cette différence importante. C’est pourqu

en parallèle, nous avons souhaité analysé les efficacités d’inhibition fonctionnelle, suite à la 

transfection de siGFP avec des particules cLNPa contenant un fluorophore, par cytométrie en flux. 

Cette démarche est effectuée dans le but de vérifier l’in

sur l’efficacité d’inhibition fonctionnelle (Figure V

 

Figure V-22. Efficacité de transfection fonctionnelle avec des particules fluorescentes : 

sont transfectées avec des particules c

([siARN] = 20 nM – temps de transfection = 72 heures). Analyse par cytométrie en flux sur 10

LSRII – canal FITC). 

 

De façon surprenante, pour un même rapport molaire N/

cLNPa contenant des fluorophores de type DiD entraînent des résultats différents des particules 

cLNPa sans fluorophore. En effet, après transfection de siGFP avec ces deux vecteurs, alors que 
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d’incubation. Cette internalisation est suivie d’une extinction majeure de la fluorescence GFP des 

: une photographie prise après 26 heures d’incubation des complexes cLNPa

totale de la fluorescence verte (Figure V-21).  

Cette efficacité d’inhibition fonctionnelle observée après seulement 26 heures d’incubation 

ne concorde par avec la cinétique effectuée précédemment. En effet, pour obtenir une efficacité 

fluorescence maximale après une analyse par cytométrie en flux, une 

incubation des complexes pendant 72 heures était nécessaire. La sensibilité permise par la 

cytométrie en flux est largement supérieure, expliquant cette différence importante. C’est pourqu

en parallèle, nous avons souhaité analysé les efficacités d’inhibition fonctionnelle, suite à la 

transfection de siGFP avec des particules cLNPa contenant un fluorophore, par cytométrie en flux. 

Cette démarche est effectuée dans le but de vérifier l’internalisation d’un fluorophore n’influe pas 

sur l’efficacité d’inhibition fonctionnelle (Figure V-22). 

22. Efficacité de transfection fonctionnelle avec des particules fluorescentes : 

sont transfectées avec des particules cLNPa, contenant ou non un fluorophore, à différents ratios N/P (n=3) 

temps de transfection = 72 heures). Analyse par cytométrie en flux sur 10

, pour un même rapport molaire N/P établi à 12/1, les particules 

cLNPa contenant des fluorophores de type DiD entraînent des résultats différents des particules 

cLNPa sans fluorophore. En effet, après transfection de siGFP avec ces deux vecteurs, alors que 

260 

d’incubation. Cette internalisation est suivie d’une extinction majeure de la fluorescence GFP des 

: une photographie prise après 26 heures d’incubation des complexes cLNPa-DiD/siGFP 

Cette efficacité d’inhibition fonctionnelle observée après seulement 26 heures d’incubation 

ne concorde par avec la cinétique effectuée précédemment. En effet, pour obtenir une efficacité 

fluorescence maximale après une analyse par cytométrie en flux, une 

incubation des complexes pendant 72 heures était nécessaire. La sensibilité permise par la 

cytométrie en flux est largement supérieure, expliquant cette différence importante. C’est pourquoi, 

en parallèle, nous avons souhaité analysé les efficacités d’inhibition fonctionnelle, suite à la 

transfection de siGFP avec des particules cLNPa contenant un fluorophore, par cytométrie en flux. 

ternalisation d’un fluorophore n’influe pas 

 

22. Efficacité de transfection fonctionnelle avec des particules fluorescentes : les cellules PC3-GFP 

LNPa, contenant ou non un fluorophore, à différents ratios N/P (n=3) 

temps de transfection = 72 heures). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD 

P établi à 12/1, les particules 

cLNPa contenant des fluorophores de type DiD entraînent des résultats différents des particules 

cLNPa sans fluorophore. En effet, après transfection de siGFP avec ces deux vecteurs, alors que 
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l’inhibition de l’intensité de fluorescence mesurée est d’environ 66% pour les particules cLNPa sans 

fluorophore, elle n’est que de 34% avec les nanoparticules contenant un fluorophore (Figure V

Par ailleurs, pour récupérer une efficacité d’inhibition fonctionnelle optimale, il est 

d’augmenter le rapport molaire N/P jusqu’à 24/1. En outre, toutes les transfections effectuées avec 

cLNPa, avec ou sans DiD, ne démontrent pas d’exacerbation de l’intensité de fluorescence comme 

c’est le cas pour la Lipofectamine RNAimax. Comme 

ou non du DiD, représentent ainsi des outils intéressants et plus adéquats que la Lipofectamine 

RNAimax pour des études s’appuyant sur la fluorescence.

 

Malgré une adaptation du rapport molaire N/P pour avoir une

optimale après transfection des siGFP médiés par cLNPa

cette différence majeure entre les formulations cLNPa contenant ou non des fluorophores

première hypothèse serait une différence 

des cellules PC3 ont été transfectées des siARN pendant deux heures avec ces deux types de 

particules (Figure V-23). 

 

Figure V-23. Efficacité de transfection avec des particules fluorescentes 

2 heures avec des siARN-Alexa488 complexés avec des particules cLNPa, contenant ou non un fluorophore (n=3) 

([siARN] = 20 nM – temps de transfection = 2 heures). Analyse par cytométrie en flux sur 10

LSRII – canal FITC). 
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luorescence mesurée est d’environ 66% pour les particules cLNPa sans 

fluorophore, elle n’est que de 34% avec les nanoparticules contenant un fluorophore (Figure V

Par ailleurs, pour récupérer une efficacité d’inhibition fonctionnelle optimale, il est 

d’augmenter le rapport molaire N/P jusqu’à 24/1. En outre, toutes les transfections effectuées avec 

cLNPa, avec ou sans DiD, ne démontrent pas d’exacerbation de l’intensité de fluorescence comme 

c’est le cas pour la Lipofectamine RNAimax. Comme précédemment, les vecteurs cLNPa, contenant 

ou non du DiD, représentent ainsi des outils intéressants et plus adéquats que la Lipofectamine 

s’appuyant sur la fluorescence. 

Malgré une adaptation du rapport molaire N/P pour avoir une inhibition fonctionnelle 

optimale après transfection des siGFP médiés par cLNPa-DiD, une question s’impose

cette différence majeure entre les formulations cLNPa contenant ou non des fluorophores

première hypothèse serait une différence d’internalisation des siARN induits par ces deux particules

des cellules PC3 ont été transfectées des siARN pendant deux heures avec ces deux types de 

23. Efficacité de transfection avec des particules fluorescentes : les cellules PC3

Alexa488 complexés avec des particules cLNPa, contenant ou non un fluorophore (n=3) 

temps de transfection = 2 heures). Analyse par cytométrie en flux sur 10
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luorescence mesurée est d’environ 66% pour les particules cLNPa sans 

fluorophore, elle n’est que de 34% avec les nanoparticules contenant un fluorophore (Figure V-22). 

Par ailleurs, pour récupérer une efficacité d’inhibition fonctionnelle optimale, il est nécessaire 

d’augmenter le rapport molaire N/P jusqu’à 24/1. En outre, toutes les transfections effectuées avec 

cLNPa, avec ou sans DiD, ne démontrent pas d’exacerbation de l’intensité de fluorescence comme 

précédemment, les vecteurs cLNPa, contenant 

ou non du DiD, représentent ainsi des outils intéressants et plus adéquats que la Lipofectamine 

inhibition fonctionnelle 

DiD, une question s’impose : d’où vient 

cette différence majeure entre les formulations cLNPa contenant ou non des fluorophores ? Une 

d’internalisation des siARN induits par ces deux particules ; 

des cellules PC3 ont été transfectées des siARN pendant deux heures avec ces deux types de 

 

les cellules PC3-GFP sont transfectées 

Alexa488 complexés avec des particules cLNPa, contenant ou non un fluorophore (n=3) 

temps de transfection = 2 heures). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD 
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Après transfection de siARN-Alexa488, les cellules PC3 montrent une intensité de 

fluorescence 26% plus faible quand les particules cLNPa contiennent du DiD par rapport à des 

particules sans fluorophore. Ainsi, une différence entre ces particules est visible dès l’étape 

d’internalisation dans les cellules. Pour expliquer cette différence, nous proposons l’hypothèse d’une 

modification dans la structure intra-particulaire induit par l’incorporation des molécules lipophiles. 

Tabatt et al. ont en effet démontré que l’efficacité de transfection pouvait être directement liée à  

l’interaction entre le cœur et la couronne de la particule [19]. Dès lors, l’encapsulation d’une 

molécule dans le cœur semi-cristallin de ces NLC peut modifier son environnement intra-particulaire, 

affectant l’association possible avec les siARN ou avec les cellules. En effet, la densité modifiée avec 

l’incorporation de molécules lipophiles peut notamment diminuer ou ralentir l’interaction des 

particules avec les membranes cellulaires. Cependant, cette étude ayant été effectuée sur seulement 

deux heures d’incubation, l’internalisation des siARN était peut être seulement plus lente, 

n’induisant pas forcément une différence sur l’inhibition fonctionnelle après 72 heures. 

 

Pour expliquer la diminution d’efficacité d’inhibition, d’autres hypothèses peuvent être 

formulées. La densification de la structure nanoparticulaire peut avoir un impact au niveau de 

l’échappement endosomal ou du relargage des siARN. Nous avons précédemment émis l’hypothèse 

que l’encapsulation de fluorophore dans le cœur de la particule pouvait entrainer une diminution de 

l’interaction des vecteurs avec la membrane plasmique des cellules. Dans le même principe, 

l’interaction avec la membrane de l’endosome pourrait être diminuée, affectant alors les 

mécanismes responsables de l’échappement endosomal, et ainsi la libération des complexes dans le 

compartiment cytoplasmique. Pour explorer cette piste, des expériences de co-localisation avec un 

marquage des siARN, des endosomes et des lysosomes sont prévues. En outre, l’utilisation de 

particules cLNPa contenant du DiD ou non permettra de mettre en évidence une différence 

potentielle dans la distribution intracellulaire des siARN, suivant le vecteur choisi. 

Une autre hypothèse pourrait être un changement de l’interaction entre la particule et le 

siARN dû à la modification de l’environnement intra-particulaire des nanovecteurs, notamment par 

une augmentation de la rétention des séquences d’acides nucléiques sur cLNPa-DiD. Ainsi, le 

relargage des siARN dans le compartiment cytoplasmique serait affecté en conséquence. Afin de 

tester cette idée, une étude peut être réalisée sur le relargage des siARN en fonction du pH imposé, 

après complexation avec les deux types de formulation cLNPa. Des expériences de FRET peuvent 

également être réalisées avec des particules et des siARN fluorescents. 
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En conclusion, la transfection des siARN peut être suivie par la fluorescence des 

nanoparticules auxquelles ils sont complexés, notamment à partir d’un rappo

24/1 où l’efficacité d’inhibition fonctionnelle est la plus élevée sur le modèle PC3

correspondant à une concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL, les nanoparticules n’entrainent alors 

aucun signe de cytotoxicité, d’après 

 

3. Vers une utilisation générique des nanoparticules cLNP

3.1. Inhibition fonctionnelle sur un autre modèle cellulaire

La plupart des validations 

cellulaire PC3-GFP. Avec la volonté de formuler des nanovecteurs génériques, il est indispensable de 

valider l’efficacité d’inhibition fonctionnelle sur d’autres modèles cellules. Ainsi, un modèle ce

Hela sur-exprimant la protéine GFP a été développé dans nos laboratoires (voir protocole page 

Sur le même principe que pour le modèle PC3

la diminution de l’intensité de fluorescence su

 

Figure V-24. Transfection fonctionnelle sur des cellules Hela

des siGFP complexés à la Lipofectamine RNAimax, cLNPa ou cLNPb (n=6) ([siARN] = 20 nM 

d’incubation = 72 heures). Analyse par cytométrie en flux sur 10

 

Chapitre V. Les nanoparticules cLNP pour la transfection de siARN 

En conclusion, la transfection des siARN peut être suivie par la fluorescence des 

nanoparticules auxquelles ils sont complexés, notamment à partir d’un rapport molaire N/P égal à 

24/1 où l’efficacité d’inhibition fonctionnelle est la plus élevée sur le modèle PC3

correspondant à une concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL, les nanoparticules n’entrainent alors 

aucun signe de cytotoxicité, d’après les expériences effectuées au cours de ce chapitre.

Vers une utilisation générique des nanoparticules cLNP

Inhibition fonctionnelle sur un autre modèle cellulaire

La plupart des validations in vitro au cours de ce chapitre ont été effectuées sur un modèle 

Avec la volonté de formuler des nanovecteurs génériques, il est indispensable de 

valider l’efficacité d’inhibition fonctionnelle sur d’autres modèles cellules. Ainsi, un modèle ce

exprimant la protéine GFP a été développé dans nos laboratoires (voir protocole page 

Sur le même principe que pour le modèle PC3-GFP, l’inhibition fonctionnelle peut être observée avec 

la diminution de l’intensité de fluorescence suite à la transfection de siGFP (Figure V

24. Transfection fonctionnelle sur des cellules Hela-GFP : les cellules Hela-GFP sont transfectées avec 

des siGFP complexés à la Lipofectamine RNAimax, cLNPa ou cLNPb (n=6) ([siARN] = 20 nM 

d’incubation = 72 heures). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII). 
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En conclusion, la transfection des siARN peut être suivie par la fluorescence des 

rt molaire N/P égal à 

24/1 où l’efficacité d’inhibition fonctionnelle est la plus élevée sur le modèle PC3-GFP. Ce rapport 

correspondant à une concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL, les nanoparticules n’entrainent alors 

les expériences effectuées au cours de ce chapitre. 

Vers une utilisation générique des nanoparticules cLNP 

Inhibition fonctionnelle sur un autre modèle cellulaire 

au cours de ce chapitre ont été effectuées sur un modèle 

Avec la volonté de formuler des nanovecteurs génériques, il est indispensable de 

valider l’efficacité d’inhibition fonctionnelle sur d’autres modèles cellules. Ainsi, un modèle cellulaire 

exprimant la protéine GFP a été développé dans nos laboratoires (voir protocole page 140). 

GFP, l’inhibition fonctionnelle peut être observée avec 

ite à la transfection de siGFP (Figure V-24). 

 

GFP sont transfectées avec 

des siGFP complexés à la Lipofectamine RNAimax, cLNPa ou cLNPb (n=6) ([siARN] = 20 nM – N/P = 12/1 – temps 
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Un profil d’inhibition fonctionnelle similaire est observé avec les cellules Hela-GFP par 

rapport au modèle PC3-GFP. En effet, l’inhibition de l’intensité de fluorescence est diminuée de 87% 

après transfection de siGFP avec les nanovecteurs cLNPa. Cette efficacité d’inhibition est au moins du 

même ordre que celle obtenue avec la Lipofectamine RNAimax, l’un des meilleurs agents de 

transfection commercialement disponible (≈ 81%). Comme observé précédemment, la transfection 

de siGFP avec les cLNPb provoque une diminution de l’intensité de fluorescence 19,6% moins élevée 

par rapport à l’utilisation de cLNPa. 

Par ailleurs, le même phénomène est observé concernant l’exacerbation de l’intensité de 

fluorescence avec les lipoplexes commerciaux : de cette façon, l’inhibition de l’intensité de 

fluorescence après normalisation avec les cellules non-transfectées est 20% plus faible. Sur ce 

modèle cellulaire sur-exprimant la protéine GFP, le lipoplexe commercial semble induire le même 

impact que celui décrit sur les cellules PC3-GFP. 

En conclusion, les nanoparticules lipidiques cLNP, en particulier cLNPa, maintiennent une 

efficacité de transfection fonctionnelle sur un autre modèle cellulaire. En outre, ce résultat démontre 

le caractère compétitif des vecteurs cLNP par rapport à un agent de transfection commercial reconnu 

pour son efficacité. Néanmoins, des validations in vitro complémentaires sont prévues, et détaillées 

dans le chapitre VI, sur des modèles cellulaires et/ou des structures reconnus comme étant difficiles 

à transfecter. 

 

3.2. Transfection de différentes séquences d’acides nucléiques 

Les validations effectuées au cours de ce chapitre ont principalement utilisées des siGFP, 

afin d’inhiber l’expression de la protéine GFP surexprimée dans les modèles cellulaires PC3 et Hela. 

Toutes les courtes séquences d’ARN interférents exigent un vecteur pour une délivrance 

cytoplasmique in vitro [18], notamment pour traverser la membrane plasmique. Les structures étant 

proches en termes de poids moléculaire et de charge négative, les résultats positifs pour la 

transfection d’un siARN fonctionnel est encourageant pour la validation des autres séquences 

d’acides nucléiques de même taille. Pour assurer une utilisation générique, nous avons néanmoins 

testé un autre siARN, ainsi qu’un mimic de miARN.  

Pour l’étude d’un autre type de siARN, des cellules PC3 ont été transfectées par un mélange 

de siARN ciblant les gènes exprimés de manière ubiquitaire et essentiels pour la survie des cellules, le 

siARN Cell Death (Figure V-25). L’internalisation des particules cLNPa-DiD est visualisée par 

cytométrie en flux : la majorité des cellules étant positives pour la fluorescence DiD (> 95%), 
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l’internalisation des complexes cLNPa/siARN peut être validé. D’autre part, l’efficacité de la 

délivrance des siARN fonctionnel est visible par le déclenchement du mécanisme d’apopto

cellules traitées. Pour quantifier les niveaux d’apoptose, le marqueur CellEvent® a de nouveau été 

utilisé en tant que marqueur des caspases 3 et 7. Les cellules PC3 transfectées avec des 

nanoparticules cLNPa-DiD complexées aux siARN Allstar ne

d’apoptose (< 10%) (Figure V-25). En revanche, la transfection de siARN Cell Death, responsable du 

déclenchement des mécanismes d’apoptose, complexés dans un rapport molaire N/P de 24/1 avec 

les cLNPa-DiD provoquent d’importa

d’apoptose quantifiés avec le CellEvent® démontrent que 98% des cellules sont positives, contenant 

donc des taux élevés de caspase 3 et 7. Ainsi, ces cellules présentent un phénotype de mort 

programmée, validant la délivrance de siARN fonctionnels dans le compartiment cytoplasmique.

 

Figure V-25. Transfection de siARN provoquant l’apoptose : 

afin d’évaluer l’efficacité de délivrance de siARN CellDeath (Qiagen). Le niveau d’induction de l’apoptose est 

révélé par un marquage CellEvent® (n=6) ([siARN] = 20 nM 

Analyse par cytométrie en flux sur 10
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l’internalisation des complexes cLNPa/siARN peut être validé. D’autre part, l’efficacité de la 

délivrance des siARN fonctionnel est visible par le déclenchement du mécanisme d’apopto

cellules traitées. Pour quantifier les niveaux d’apoptose, le marqueur CellEvent® a de nouveau été 

utilisé en tant que marqueur des caspases 3 et 7. Les cellules PC3 transfectées avec des 

DiD complexées aux siARN Allstar ne démontrent qu’un niveau basal 

25). En revanche, la transfection de siARN Cell Death, responsable du 

déclenchement des mécanismes d’apoptose, complexés dans un rapport molaire N/P de 24/1 avec 

DiD provoquent d’importantes modifications au niveau du phénotype. En effet, les niveaux 

d’apoptose quantifiés avec le CellEvent® démontrent que 98% des cellules sont positives, contenant 

donc des taux élevés de caspase 3 et 7. Ainsi, ces cellules présentent un phénotype de mort 

programmée, validant la délivrance de siARN fonctionnels dans le compartiment cytoplasmique.

25. Transfection de siARN provoquant l’apoptose : les cellules PC3 sont transfectées avec cLNPa

délivrance de siARN CellDeath (Qiagen). Le niveau d’induction de l’apoptose est 

révélé par un marquage CellEvent® (n=6) ([siARN] = 20 nM – N/P = 24/1 – temps d’incubation = 48 heures). 

Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII). 
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l’internalisation des complexes cLNPa/siARN peut être validé. D’autre part, l’efficacité de la 

délivrance des siARN fonctionnel est visible par le déclenchement du mécanisme d’apoptose dans les 

cellules traitées. Pour quantifier les niveaux d’apoptose, le marqueur CellEvent® a de nouveau été 

utilisé en tant que marqueur des caspases 3 et 7. Les cellules PC3 transfectées avec des 

démontrent qu’un niveau basal 

25). En revanche, la transfection de siARN Cell Death, responsable du 

déclenchement des mécanismes d’apoptose, complexés dans un rapport molaire N/P de 24/1 avec 

au niveau du phénotype. En effet, les niveaux 

d’apoptose quantifiés avec le CellEvent® démontrent que 98% des cellules sont positives, contenant 
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temps d’incubation = 48 heures). 
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V-26). Ces séquences d’acides nucléiques, décrit au cours du chapitre I, induisent une inhibition post

transcriptionnelle suite à une prise en charge par le complexe RIS

siARN, l’appariement avec l’ARNm cibl

inhibition post-transcriptionnelle démontre les mêmes exigences que pour les siARN, à savoir une 

délivrance intra-cytoplasmique de ces séquences d’acides aminés.

 

Figure V-26. Transfection fonctionnelle de mimics de m

sont transfectées avec cLNPa afin d’évaluer l’efficacité de délivrance de mimics de miARN. Une immuno

détection par immuno-empreinte permet l’analyse de la quantité de protéine post

de miARN] = 20 nM – N/P = 12/1 – temps d’incubation = 48 heures).

 

Après une transfection de 48 heures avec des mimics de miARN 

conduit à la phosphorylation de la myosine

Chapitre V. Les nanoparticules cLNP pour la transfection de siARN 

autre type d’ARN interférent a été testé en transfection : des mimics de miARN (Figure 

26). Ces séquences d’acides nucléiques, décrit au cours du chapitre I, induisent une inhibition post

transcriptionnelle suite à une prise en charge par le complexe RISC. Cependant, à la différence des 

siARN, l’appariement avec l’ARNm ciblé est majoritairement imparfait. Néanmoins, l’induction d’une 

transcriptionnelle démontre les mêmes exigences que pour les siARN, à savoir une 

ique de ces séquences d’acides aminés. 

Transfection fonctionnelle de mimics de miARN ciblant la myosine phosphorylée : 

sont transfectées avec cLNPa afin d’évaluer l’efficacité de délivrance de mimics de miARN. Une immuno

empreinte permet l’analyse de la quantité de protéine post-transfection (n=1) ([mimics 

temps d’incubation = 48 heures). 

Après une transfection de 48 heures avec des mimics de miARN impactant la cascade 

à la phosphorylation de la myosine, une immuno-détection de cette protéine par immuno
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empreinte autorise une évaluation de l’efficacité d’inhibition fonctionnelle. Les quantités protéiques 

ont été normalisées par rapport à la quantité de protéine de ménage GAPDH, non affectée par cette 

transfection (Figure V-28). Par rapport aux cellules transfectées avec le siARN Allstar, la réduction de 

la quantité de protéine myosine phosphorylée est évaluée à 55% après transfection des mimics de 

miARN avec cLNPa. Dans les mêmes conditions, l’agent de transfection commercial Lipofectamine 

RNAimax provoque une inhibition de 59% des quantités de la protéine dont l’ARNm a été ciblé 

(Figure V-26). 

Ces efficacités d’inhibition fonctionnelle comparable à cet agent commercial tendent à 

prouver que les nanoparticules cLNP peuvent être utilisées pour la transfection de plusieurs types de 

séquences d’acides nucléiques capables d’induire le mécanisme d’ARNi. 

 

3.3. Vers des applications de type criblage à haut-débit 

Les nanoparticules cLNP ont démontré une efficacité élevée pour l’inhibition fonctionnelle 

d’un gène ciblé. Cependant, pour des applications telles que le criblage à haut-débit, certaines 

propriétés supplémentaires sont recommandées pour permettre une reproductibilité des essais, 

ainsi qu’un maintien des conditions identiques entre tous les complexes testés. En effet, du criblage à 

haut-débit peut permettre l’étude en parallèle de milliers de siARN différents lors de transfection sur 

des plaques 384 puits notamment. Avec des temps de préparation pouvant être longs, les complexes 

peuvent être amenés à rester longtemps dans les milieux biologiques. Pour permettre le maintien 

des mêmes conditions dans tous les puits, et dans toutes les plaques, tous les complexes 

vecteurs/siARN doivent être préparés au même moment, ou la rétention des siARN sur les vecteurs 

doit être élevée et identique entre tous les complexes. En outre, pour la reproductibilité des 

transfections effectuées, il est également nécessaire de démontrer des conditions stables et 

comparables entre les échantillons. 

Le criblage à haut-débit pour être effectué de la façon suivante en transfection directe : les 

complexes vecteurs/siARN sont préparés simultanément pour plusieurs plaques 384 puits lors d’une 

première étape. Puis ces complexes sont ajoutés aux cellules de façon automatisée, avec un robot, 

lors d’une seconde étape. Or, d’après le protocole proposé par le fournisseur, la complexation de 

siARN avec le vecteur lipidique commercial de type Lipofectamine RNAimax exige des temps 

d’incubation précis. Pour former un complexe, les siARN et les vecteurs sont incubés 

indépendamment dans un milieu OptiMEM optimisé pour la transfection pendant 10 minutes. Puis 

après un mélange des deux solutions, un temps d’incubation de 15 à 20 minutes est nécessaire pour 

stabiliser le complexe avant transfection. D’après les expériences effectuées dans le chapitre IV, un 
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temps d’incubation trop long peut être corrélé à un relargage des siARN élevé. Ainsi, le respect des 

temps de complexation peut induire un décalage lors de la préparation des différentes plaques 384 

puits, limitant alors les débits de transfection. L’un des

nanoparticules cLNP consiste en une complexation simple, rapide et autorisant une rétention de 

longue durée pour favoriser le maintien des conditions entre les différents essais. Cette stratégie 

serait alors en adéquation avec les exigences induites par une application de type criblage à haut

débit. 

En ce sens, des complexes vecteurs/siARN ont été effectués, puis incubés durant 

différentes périodes jusqu’à 6 heures, avant d’être déposés sur les cellules pour l’

transfection. Ces différents temps d’incubation entre la complexation et la transfection ont été 

imposés pour vérifier l’impact de temps de préparation trop long sur l’efficacité d’inhibition 

fonctionnelle (Figure V-27). 

 

Figure V-27. Transfection de siARN après différents temps de complexation : 

sont incubés pendant différents temps (T0, 3h, 6h) pré

complexes sur l’inhibition fonctionnelle sur des cellules P

d’incubation = 72 heures) (*** : p < 0,001 par rapport à l’efficacité d’inhibition avec la Lipofectamine 

transfectée à T0, normalisée avec le contrôle siAllstar

Lipofectamine transfectée à T0, normalisée avec le contrôle siAllstar

d’inhibition avec la Lipofectamine transfectée à T0, normalisée avec les cellules non transfectées). Analyse par 

cytométrie en flux sur 10
4
 cellules (FACS BD LSRII). Tests statistiques réalisés par ANOVA
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Lipofectamine transfectée à T0, normalisée avec le contrôle siAllstar ; # : p < 0,05 par rapport à l’efficacité 

d’inhibition avec la Lipofectamine transfectée à T0, normalisée avec les cellules non transfectées). Analyse par 

cellules (FACS BD LSRII). Tests statistiques réalisés par ANOVA-2.
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Avec l’agent de transfection commercial, la Lipofectamine RNAimax, des temps 

d’incubation longs entre la complexation et la transfection influence l’efficacité d’inhibition 

fonctionnelle. En effet, plus ce temps d’incubation est long, plus l’inhibition de l’intensité de la 

fluorescence diminue sur les cellules PC3-GFP (Figure V-27). Alors qu’une transfection immédiate 

après la complexation permet une efficacité d’inhibition de 65%, une incubation de 3 heures avant 

transfection diminue de manière significative cette efficacité de 10% (p < 0,01). Après 6 heures 

d’incubation, l’efficacité d’inhibition fonctionnelle est diminuée significativement de 14% (p < 0,001) 

par rapport à une transfection immédiate après complexation. 

Au contraire, l’utilisation de cLNPa ou cLNPb comme vecteur de siARN autorise un maintien 

de l’efficacité de transfection. Avec cLNPa, la délivrance de siGFP fonctionnelle permet une inhibition 

de l’intensité de fluorescence de 64 à 66% malgré des temps d’incubation allant jusqu’à 6 heures 

entre la complexation et la transfection. De même, l’utilisation de cLNPb pour la transfection de 

siGFP permet des inhibitions de l’intensité de fluorescence entre 57 et 59% dans les mêmes 

conditions. 

Les vecteurs cLNP semblent plus propices à une utilisation dans des applications telles que 

le criblage haut-débit, étudiant des milliers de siARN en parallèle et exigeant des conditions 

particulières pour un maintien des conditions entre chacun des échantillons, notamment avec la 

forte rétention des siARN qu’ils permettent dans les milieux de culture. 

 

4. Discussion 

Les efficacités d’inhibition fonctionnelle évaluées au cours de cette étude ont été 

comparées aux agents de transfection commerciaux les plus couramment utilisés en laboratoire pour 

des applications in vitro. Nous avons pu démontrer que cLNPa se positionnait parmi les plus efficaces 

de ces vecteurs. Néanmoins, ces agents de transfection sont essentiellement des lipoplexes instables 

(Figure V-15). Une comparaison peut alors être effectuée par rapport à des structures plus proches 

des cLNP, à savoir des nanoparticules solides lipides de type NLC présentant des charges cationiques 

de surface. Yu et al. ont utilisé ce type de structure pour la délivrance simultanée de siARN et de 

molécules anticancéreuses lipophiles [28]. Lors de cette étude, une validation de l’efficacité 

d’inhibition fonctionnelle sur des cellules dérivées d’un carcinome épithélial humain KB a été 

effectuée. L’inhibition de la quantité d’ARNm du gène MCL1 ciblée a été estimée à environ 50% après 

transfection de siARN avec cette formulation nanoparticulaire cationique d’environ 150 nm, après 

complexation à un rapport molaire N/P de 8/1 [28]. D’autres travaux rapportés par Taratula et al. 



Chapitre V. Les nanoparticules cLNP pour la transfection de siARN 

270 
 

démontrent également l’utilisation de nanoparticules de type NLC, possédant des charges de surface 

cationiques pour la complexation et la transfection de siARN [29]. Ainsi, en transfectant des cellules 

du cancer du poumon A549 pendant 24 heures, cette équipe a démontré une inhibition simultanée 

de l’expression des gènes MRP1 et BCL2 ciblés : alors que la transfection des siMRP1 avec ces 

nanoparticules induit une inhibition de 41% du gène ciblé, la transfection de siBCL2 entraine une 

réduction de la quantité d’ARNm codant BCL2 de 98% [29]. Cependant, chacun des deux siARN est 

utilisé à une concentration finale de 500 nM, soit 25 fois supérieure aux concentrations testées dans 

notre étude. Il apparaît que, malgré les avantages qu’elles apportent, les nanoparticules cationiques 

NLC rapportées de la littérature semblent démontrer des efficacités variables, ou nécessiter de fortes 

concentrations en siARN. Ainsi, les nanoparticules cLNP développées au cours de notre étude 

apparaissent être un outil intéressant pour la transfection de siARN. Néanmoins, au regard des 

variabilités d’inhibition démontrées par les nanovecteurs de Taratula et al. suivant le gène ciblé [29], 

il semble nécessaire d’avoir une étude comparative des nanoparticules cLNP dans les mêmes 

conditions pour un positionnement plus précis. À notre connaissance, les cLNPa développés dans 

cette étude de thèse démontrent l’une des plus fortes efficacités reportées in vitro, en particulier sur 

le modèle cellulaire PC3-GFP pour des concentrations en siARN de 20 nM. 

 

Une information intéressante a été mise en évidence au cours de notre étude : malgré une 

complexation incomplète, ainsi qu’une faible rétention dans le milieu de culture utilisé lors de la 

transfection, la Lipofectamine RNAimax démontre des efficacités d’inhibition fonctionnelle élevées. 

En effet, une incubation de 6 heures dans un milieu de culture supplémenté par du sérum de veau 

fœtal provoque un relargage massif des siARN complexés à la Lipofectamine RNAmax (> 90%). 

Malgré ce paramètre, l’inhibition fonctionnelle induit lors de la transfection est évaluée à plus de 

50%. Deux hypothèses peuvent être formulées à partir de cette observation : soit la transfection 

d’une faible concentration de siARN fonctionnels dans le cytoplasme est suffisante pour une 

inhibition élevée, soit les complexes entre la Lipofectamine RNAimax et les siARN présentent des 

interactions dynamiques avec une balance « relargage/récupération » suffisamment élevée pour 

induire une inhibition fonctionnelle importante. L’expérience effectuée sur la diminution des 

concentrations en siARN, pour une même concentration en Lipofectamine RNAimax (Figure V-11), 

tend à aller vers la première hypothèse. En effet, une diminution forte des concentrations en siARN 

jusqu’à 100 pM n’impactant pas l’efficacité d’inhibition fonctionnelle, il peut être imaginé que le 

faible pourcentage retenu sur le vecteur après l’incubation est suffisant pour provoquer un 

mécanisme d’ARNi de façon efficace. Cependant, dans leur étude, Yu et al. ont démontré une 

variation de l’efficacité d’inhibition fonctionnelle mesurée lors de 24 heures de transfection de siARN 
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chez des cellules SK-HEP-1 exprimant de façon stable la luciférase [30]. En effet, l’utilisation de la 

Lipofectamine 2000 pour transfecter des siARN inhibant cette luciférase de façon post-

transcriptionnelle autorise une efficacité mesurée à 62%, pour une concentration en siARN de 100 

nM. En revanche, en diminuant la concentration de siARN à 20 nM, pour une même concentration en 

Lipofectamine 2000, cette équipe a observé une diminution de 17% de l’efficacité d’inhibition 

fonctionnelle mesurée [30], réfutant ainsi la première hypothèse formulée. L’hypothèse établissant 

une interaction dynamique entre le liposome cationique et le siARN semble être la plus probante au 

regard de l’état de l’art.  

En outre, Inoh et al. ont démontré que pour un rapport liposome cationique/siARN 

constant, c’est-à-dire avec une concentration en vecteur diminuant avec la concentration en siARN, 

la réduction des taux de siARN de 130 nM à 40 nM était responsable d’une diminution de l’efficacité 

d’inhibition fonctionnelle de 65% à 20% [31]. Les mêmes observations ont été rapportées concernant 

l’utilisation des nanovecteurs cLNP pour la transfection de siARN (Figure V-10). Ainsi, tout comme la 

Lipofectamine RNAimax, un maintien des concentrations en vecteur cLNPa peut permettre une 

diminution de la concentration en siARN sans altérer l’efficacité d’inhibition fonctionnelle. 

 

La cytotoxicité est également une information primordiale lors de la formulation de 

nanovecteurs. En effet, toute influence sur le phénotype des cellules traitées issue des 

nanoparticules, indépendamment de l’action inhibitrice des siARN, peut nuire à l’interprétation et à 

la compréhension des résultats obtenus. En particulier, lorsque les phénotypes étudiés 

correspondent à des états de mortalité cellulaire, la transfection de siARN exige une innocuité élevée 

des vecteurs utilisés. La cytotoxicité des nanoparticules cLNP peut être comparée par rapport à celle 

d’autres nanovecteurs du même type. Ainsi, les vecteurs cationiques cSLN développés par Kong et al. 

ont été étudiés par rapport à la cytotoxicité induite sur les cellules HepG2, par un test mesurant leur 

activité mitochondriale [9]. L’IC50 de ces vecteurs a été déterminé à une concentration en 

nanoparticule de 333,5 µg/mL sur ce modèle cellulaire [9]. Pour rappel, L’IC50 des cLNPa et cLNPb est 

estimé à des concentrations en DOTAP de respectivement 114 et 181 µg/mL, équivalentes à des 

concentrations en nanoparticules lipidiques de 394 et 1816 µg/mL. En outre, les vecteurs développés 

par Kong et al. sont utilisés à des concentrations de 72 µg/mL. Or, à cette concentration 

nanoparticulaire, les tests de cytotoxicité déterminent une mortalité cellulaire d’environ 16% [9]. Kim 

et al. démontrent d’ailleurs un profil de cytotoxicité équivalent sur les cellules MDAMB435, avec une 

mortalité cellulaire d’environ 20% à une concentration en nanoparticules de 72 µg/mL [32]. Au 

contraire, à leur concentration d’utilisation, les nanoparticules cLNP ne démontrent aucun signe de 
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cytotoxicité sur le modèle cellulaire PC3, quel que soit le test effectué. Les nanoparticules 

développées au cours de notre étude peuvent donc présenter un caractère intéressant en termes 

d’innocuité comparé à d’autres particules semblables dont l’utilisation a été rapportée dans la 

littérature. Néanmoins, des tests de cytotoxicité complémentaires sont nécessaires sur des modèles 

cellulaires identiques afin de permettre une étude comparative plus précise. 

Cette caractéristique peut également être comparée par rapport aux liposomes 

cationiques, notamment à ceux disponibles commercialement. Au cours de leur étude, Inoh et al. ont 

pu évaluer la cytotoxicité induite par la Lipofectamine RNAimax sur les cellules B16/BL6 [31]. 

L’augmentation de la concentration de ce liposome cationique instable provoque une augmentation 

de la mortalité cellulaire : alors qu’une concentration du vecteur de 0,33 µg/mL induit une mortalité 

de seulement 2,4%, une utilisation à 2 µg/mL induit jusqu’à 32,3% de mortalité cellulaire [30]. Pour 

leur étude, une concentration de 0,67 µg/mL est choisie, corrélée à une mortalité cellulaire de 12% 

environ [31]. Cette équipe a apporté des modifications à ce type de liposome cationique, par l’ajout 

de bio-surfactant lipidique mannosylerythritol (ou MEL-A), autorisant ainsi une augmentation de la 

viabilité cellulaire d’environ 13% pour une concentration de 2 µg/mL, la mortalité cellulaire n’était 

alors que de 19% [31].  

Nous avons pu observer au cours de ce chapitre une influence des agents de transfection 

commerciaux sur l’auto-fluorescence des cellules sur-exprimant la protéine GFP. En effet, une 

exacerbation de l’intensité de fluorescence était mesurée lors de l’utilisation des liposomes 

cationiques commerciaux, le vecteur N-ter peptidique ne démontrant aucune variation à ce niveau-

là. Plus particulièrement, c’est l’association des liposomes cationiques avec les séquences de siARN, 

formant alors des lipoplexes, qui induirait ce phénomène ; les vecteurs seuls n’altérant pas le 

phénotype des cellules étudiées. Nguyen et al. ont clairement indiqué qu’une synergie existait entre 

le lipide cationique et des séquences d’acides nucléiques, provoquant une cytotoxicité [33]. En effet, 

cette équipe a constaté que le lipide cationique seul, la Lipofectamine 2000, n’induit qu’une faible 

cytotoxicité tandis que l’incubation de séquences d’acides nucléiques seules n’impactent pas la 

viabilité cellulaire. Au contraire, les lipoplexes formés à partir de ces deux éléments provoquent une 

cytotoxicité significative sur des cellules Hela, B16BL6 et RGC-6 [33]. En outre, la mortalité cellulaire 

est accrue lorsque la teneur en lipide cationique dans le lipoplexe est augmentée [33]. Les facteurs 

pouvant influencer la cytotoxicité des lipoplexes comprennent le potentiel zêta, la durée 

d’incubation, mais aussi le type de cellule transfectée et la densité cellulaire [34, 35]. En outre, la 

cytotoxicité induite par les lipoplexes peut dépendre de la nature des agrégats formés [36]. Par 

exemple, le même vecteur a démontré une cytotoxicité sensiblement réduite quand il se présente 

sous forme vésiculaire, par opposition à une solution micellaire [37]. Ainsi, nous avons émis une 
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hypothèse, concernant la modification du phénotype des cellules PC3-GFP et Hela-GFP, selon 

laquelle l’interaction des agents de transfection commerciaux avec des séquences d’acides 

nucléiques modifie leur structure : d’abord sous forme de vésicules instables, les charges anioniques 

des siARN induisent une conformation micellaire de ces vecteurs. La cytotoxicité provoquée par ces 

lipoplexes sur les cellules s’en trouvent augmentée, impactant alors le phénotype des cellules 

traitées. Néanmoins, à notre connaissance, les mécanismes liant une cytotoxicité accrue à une 

exacerbation de l’intensité de fluorescence, sur des modèles cellules sur-exprimant la protéine GFP, 

restent inconnus ou mal décrits. 

 

5. Conclusion 

Ce chapitre avait pour objectif de démontrer l’efficacité de transfection de siARN induite 

par l’utilisation de nanoparticule cLNP. En outre, la délivrance cytoplasmique de ces ARN interférents 

fonctionnels devait provoquer une inhibition fonctionnelle du gène ciblé. 

La distribution des nanovecteurs cLNP a été visualisée suite à l’encapsulation de 

fluorophore lipophile dans le cœur des particules, tandis que les siARN peuvent être suivis suite à un 

marquage par de l’Alexa488. Les tests de transfection effectués ont démontré une internalisation 

rapide des siARN dans les cellules, après seulement 30 minutes d’incubation après complexation 

avec cLNPa. L’internalisation semble d’ailleurs emprunter des voies d’endocytoses essentiellement 

dépendantes des clathrines en surface des cellules. Cette entrée par une vésicule endosomale exige 

un échappement afin d’accéder au compartiment cytoplasmique et déclencher le mécanisme d’ARNi. 

L’efficacité d’inhibition fonctionnelle induite par la transfection de siARN avec des 

nanovecteurs cLNP démontre l’accessibilité du cytoplasme exigée. En effet, après complexation des 

siARN à un rapport molaire N/P établi à 12/1, une inhibition des gènes ciblés est évaluée à un niveau 

comparable ou meilleur que l’inhibition induite par la transfection avec les vecteurs commerciaux les 

plus utilisés en laboratoire. En outre, cette efficacité est retrouvée sur plusieurs modèles cellulaires 

et avec différentes séquences d’ARN interférents, nous autorisant d’envisager un caractère 

générique de ces particules pour la transfection de courtes séquences d’acides nucléiques. 

Par ailleurs, ce chapitre a pu démontrer la possibilité d’encapsuler des molécules lipophiles 

dans le cœur non cristallin des particules cLNP. Cette caractéristique offre des perspectives 

intéressantes pour la co-délivrance de plusieurs molécules en simultanée : des siARN complexés en 

surface et des molécules lipophiles telles que des fluorophores ou des anticancéreux. Cette stratégie 
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a d’ailleurs été démontré par Yu et al. lors de délivrance simultanée de siARN et de Paclitaxel dans 

des cellules KB [28]. 

Néanmoins, des tests complémentaires sur des cellules et/ou des structures considérées 

comme étant difficiles à transfecter sont encore nécessaires pour développer le caractère générique 

de ce type de vecteur (cellules primaires, cellules non-adhérentes, neurones et/ou culture cellulaire 

tridimensionnelle). Ainsi, l’utilisation des particules cLNPa, démontrant les meilleures propriétés pour 

la transfection de siARN, ont été testées dans ce cadre au cours du chapitre VI. 
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Les nanoparticules lipidiques cLNP ont démontré leur pertinence pour la délivrance de 

siARN fonctionnels en transfection in vitro sur des lignées immortalisées, mais aussi pour des 

applications telles que le criblage à haut-débit. En outre, les expériences précédentes ont démontré 

une efficacité d’inhibition fonctionnelle, permise par la transfection de siARN avec les cLNP, sur 

différentes lignées cellulaires et avec diverses séquences d’ARN interférents, apportant alors un 

caractère générique à ces vecteurs. Néanmoins, certains modèles cellulaires sont décrits comme 

difficiles à transfecter selon la littérature. C’est le cas notamment des cellules primaires, des cellules 

non-adhérentes et des cellules différenciées en neurone. En outre, la culture cellulaire 

tridimensionnelle induit également des limites importantes pour la transfection de séquences 

d’acides nucléiques. 

Ce chapitre a donc pour objectif de décrire ces différents modèles cellulaires et les limites 

induites par leurs propriétés. Surtout, des tests de délivrance de siARN avec des nanoparticules 

cLNPa sont étudiés afin d’établir le potentiel de ces vecteurs sur ces modèles plus réfractaires à la 

transfection. 

 

1. Les modèles cellulaires difficiles à transfecter 

1.1. Description des modèles cellulaires 

La capacité de moduler l’expression des gènes dans les cellules primaires est essentielle 

pour la génomique fonctionnelle, l’analyse des voies de signalisation et pour les applications 

médicales. En effet, la possibilité d’étudier les interactions clés sur des cellules physiologiquement 

plus proches des conditions in vivo est importante. Ces modèles cellulaires sont obtenus à partir de 

prélèvements biologiques et dérivent directement d’un organisme, sans modification provoquée par 

l’Homme, en admettant que les conditions de culture ne changent pas, ou peu, le phénotype (culture 

2D, absence de réelle matrice extracellulaire, pression partielle en oxygène, …). L’avantage de ces 

cellules est qu’elles ont théoriquement une morphologie, un comportement et une activité plus 

représentative des conditions physiologiques. Cependant, ces cellules sont moins accessibles (accès 

aux prélèvements, prix), plus fragiles, exigeantes et se cultivent beaucoup moins longtemps que les 

lignées. Les lignées cellulaires sont obtenues par une transformation des cultures cellulaires, 

généralement par un agent oncogène. Elles sont beaucoup moins fragiles et échappent à la 

sénescence cellulaire normale. Cependant, les modifications génétiques induites les éloignent des 

réalités physiologiques. 
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À notre connaissance, aucune publication n’explique clairement les paramètres 

responsables de la difficulté de transfection accrue avec certains modèles cellulaires. Néanmoins, des 

hypothèses peuvent être formulées pour expliquer ce phénomène. Li et al. ont démontré que pour 

des modèles cellulaires lutéales de caprin CLC, le temps de doublement de la population avec des 

cellules immortalisées est diminué d’environ une heure par rapport aux cellules primaires [1]. Ainsi, 

une croissance et une division cellulaire plus rapide des cellules immortalisées pourraient être 

associées à une exacerbation des mécanismes d’endocytose, facilitant la transfection de séquences 

d’acides nucléiques par des vecteurs empruntant ce type de voie d’entrée. En outre, des travaux 

complémentaires ont prouvé que l’immortalisation de certains modèles cellulaires était associée à 

une modification de caractéristiques phénotypiques, notamment sur les propriétés d’endocytose. 

C’est le cas par exemple lors de l’immortalisation de cellules endothéliales du cerveau de porc qui 

induit une diminution de l’activité de certaines enzymes [2]. Dans cette étude, l’activité de la 

phosphatase alcaline et de la transpeptidase γ-glutamyl est retrouvée respectivement 100 fois et 40 

fois plus faible suite à l’immortalisation des cellules primaires, issues du cerveau de porc, en lignée 

cellulaire PBMEC/C1-2 [2]. Dès lors, une modification phénotypique est envisageable lors des étapes 

d’immortalisation des cellules, pouvant potentiellement améliorer leurs capacités à être 

transfectées, notamment par une surexpression de récepteurs membranaires. Par ailleurs, ces 

changements pouvant être provoqués contribuent à une volonté d’effectuer les essais biologiques 

sur des modèles primaires plus proches des cellules différenciées dans leur environnement tissulaire. 

Dans le cadre de notre étude, des expériences de transfection ont été réalisées sur un modèle 

cellulaire de type Huvec, représentant des cellules endothéliales humaines primaires issues de la 

veine ombilicale, largement utilisé pour des recherches sur l’angiogénèse [3] (voir protocole page 

140). 

 

En plus des cellules primaires, d’autres modèles cellulaires sont réputés pour être difficiles 

à transfecter. C’est le cas par exemple des cellules neuronales et des cellules non-adhérentes. Au 

niveau de la littérature, les transfections effectuées sur les cellules neuronales primaires ou sur les 

lignées cellulaires issues de neuroblastome de souris ne démontrent que 3 à 30% d’efficacité avec 

des vecteurs de type PEI ou Lipofectamine 2000 [4-6]. Ces faibles efficacités sont en parties dues à la 

taille des cellules, à la variation de leur forme et à leur stade dans le cycle cellulaire [7]. En outre, la 

transfection de neurones de mammifères constitue un obstacle d’autant plus important que ces 

cellules sont fortement sensibles aux stress physiques, aux modifications de température ou de pH, 

ainsi qu’aux changements d’osmolarité [8]. Afin de vérifier la qualité de transfection permise par les 

vecteurs cLNPa sur ce type de modèle, des expériences ont été effectuées sur des cellules issues d’un 
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phéochromocytome de rat qui, sous l’action de NGF notamment, se différencient en structures 

proches des neurones avec des neurites (voir protocole page 140). 

Concernant les cellules non-adhérentes, la difficulté de transfection vient probablement 

d’une présentation tridimensionnelle associée à un mouvement permanent qui, contrairement aux 

cellules adhérentes, entraînent une absence de polarité spécifique et de contrainte sur la cellule. Par 

ailleurs, des cellules primaires non-adhérentes telles que les cellules lymphoïdes (les cellules issues 

de la moelle osseuse ou les splénocytes) présentent également des difficultés de transfection. Pour 

étudier l’impact des nanovecteurs cLNPa pour la transfection de siARN sur ce type de modèle 

cellulaire, une lignée immortalisée de cellules de lymphocytes T humains a été utilisée (voir protocole 

page 140). 

 

À l’heure actuelle, ces différents modèles reconnus comme difficiles à transfecter sont 

devenus la cible de nombreuses recherches en raison de leur comportement proche des conditions 

physiologiques. Certaines méthodes se voient d’ailleurs très efficace, comme l’utilisation des 

vecteurs dérivés de virus inactivés. En effet, lors d’une transfection de 1 µg de siARN sur des cellules 

en suspension de type U937 pendant 48 heures, l’utilisation de ce vecteur viral a permis une 

inhibition de 97% du gène MK2 [9]. Dans le même temps, cette étude de Tietz et al. a démontré que 

des vecteurs commerciaux lipidiques (Lipofectamine LTX, X-tremeGENE, PromoFectine-siRNA) ne 

permettent aucune efficacité de transfection [9]. De même, la technique d’électroporation est 

couramment étudiée pour la délivrance de siARN dans les cellules difficiles à transfecter [9-11]. 

Notamment, Jordan et al. ont démontré une inhibition de 88% du gène GAPDH ciblé sur les 

monocytes humains U937, après émission d’impulsions de 250 V, 300 µF et 1000 Ω et transfection de 

siARN à 100 nM [11]. En outre, une impulsion à 250 V pendant 20 millisecondes provoque une 

inhibition fonctionnelle du gène ciblé évaluée à 60% dans les cellules primaires de type Huvec [10]. 

Cependant, les vecteurs viraux et les techniques d’électroporation sont soumis aux limitations 

décrites dans le chapitre II, à savoir les risques d’immunogénicité/d’oncogénicité pour les premiers et 

une certaine cytotoxicité pour les seconds. 

Néanmoins, les techniques actuelles se développent permettant d’entrevoir des 

perspectives intéressantes dans ce domaine. Par exemple, l’optimisation des formulations des 

liposomes cationiques disponibles peuvent augmenter les efficacités de transfection observées. Dans 

leur étude, Leus et al. ont démontré une inhibition de 48% du gène codant pour VE-cadhérines sur 

les cellules HUVEC, après transfection pendant 48 heures de siARN à 60 nM complexés aux vecteurs 

cationiques SAINT-MIX (un mélange de lipides cationiques et de lipides fusogènes) sous forme de 
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lipoplexes [12]. Par ailleurs, la modification de ce vecteur, par greffage d’anticorps reconnaissant 

sélectivement les cellules Huvec, permet une efficacité d’inhibition fonctionnelle 20% plus élevée 

[12]. L’utilisation de vecteurs lipidiques peut donc s’avérer être une alternative intéressante pouvant 

autoriser la transfection de siARN. 

 

1.2. Interaction des siARN avec les cellules difficiles à transfecter 

Comme pour les études précédentes, la première analyse consiste à vérifier l’internalisation 

des siARN dans les cellules, après complexation avec les nanoparticules cLNPa. Ainsi, des complexes 

cLNPa/siARN-Alexa488 ont été transfectés sur les modèles cellulaires sélectionnés durant plusieurs 

heures. L’étape d’internalisation semblant être l’un des facteurs limitants au niveau de la délivrance 

de siARN fonctionnels dans les cellules considérées comme difficiles à transfecter, nous avons choisi 

d’observer l’interaction des siARN-Alexa488 avec les cellules après un temps long d’incubation, soit 6 

heures. Par ailleurs, comme pour les expériences précédentes, la Lipofectamine RNAimax a été 

utilisée comme agent de transfection de référence. Pour permettre les conditions optimales, les 

transfections ont été réalisées au rapport molaire N/P de 24/1 avec des nanoparticules cLNPa-DiD, 

correspondant à une concentration en DOTAP de 12,5 µg/mL pour une concentration en siARN de 20 

nM. 

Après 6 heures de transfection sur des cellules primaires de type HUVEC, une interaction 

élevée est mesurée avec les siARN-Alexa488 complexés aux vecteurs (Figure VI-1). Avec la 

Lipofectamine RNAimax, la fluorescence des siARN-Alexa488 au contact des cellules HUVEC est 10,3 

fois plus élevée que pour les cellules traitées avec des siARN non-complexés (Figure VI-1). En outre, 

l’utilisation de cLNPa en tant que vecteur pour ces siARN provoque une intensité de fluorescence 2,2 

fois plus élevée par rapport à l’utilisation de Lipofectamine RNAimax, attestant d’une forte 

interaction induite par cLNPa (Figure VI-1).  

De plus, la quantité de cellules positives pour une interaction avec les siARN-Alexa488 est 

différente selon le vecteur employé : après 6 heures d’incubation, 91% des cellules HUVEC 

démontrent une interaction avec les siARN-Alexa488 complexés à cLNPa, tandis que seulement 59% 

des cellules sont positives avec le complexe Lipofectamine RNAimax/siARN dans les mêmes 

conditions, soit un tiers de moins (Figure VI-1). Ainsi, après 6 heures d’incubation, les cLNPa 

permettent une distribution des siARN plus rapide que la Lipofectamine RNAimax dans la majorité 

des cellules traitées. 
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Figure VI-1. Transfection de cellules primaires : 

heures par des siARN fluorescents avec deux vecteurs, la 

foncé) (n=4) (siARN = 20 nM – N/P = 24/1). Analyse par cytométrie en flux sur 10

canal FITC). 
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est 20 fois plus élevée. Tandis que l’intensité de fluorescence permise par la transfection de siARN

Alexa488 avec cLNPa est 2,5 fois plus élevée que celle mesurée avec l’
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1. Transfection de cellules primaires : Les cellules primaires de type Huvec ont été transfectées 6 

heures par des siARN fluorescents avec deux vecteurs, la Lipofectamine RNAimax (vert clair) et cLNPa

N/P = 24/1). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 évènements (FACS BD LSRII 

La même observation peut être effectuée au regard des expériences effectuées s

adhérentes d’origine lymphoïde de type Jurkat. Cependant, les différences observées 

entre l’utilisation de Lipofectamine RNAimax et cLNPa sont plus marquées (Figure VI

heures de transfection, l’intensité de fluorescence induite par la transfection de siARN

la Lipofectamine RNAimax (vert clair) est mesurée 60% inférieure à celle autorisée par cLNPa (vert 

En effet, par rapport aux cellules Jurkat traitées uniquement avec les siARN

fluorescence des cellules transfectées avec le complexe Lipofectamine RNAimax/siARN 

est 20 fois plus élevée. Tandis que l’intensité de fluorescence permise par la transfection de siARN

Alexa488 avec cLNPa est 2,5 fois plus élevée que celle mesurée avec l’utilisation de l’agent 

commercial. Par ailleurs, cette différence se retrouve au niveau du pourcentage de cellules 

Alexa488 : la Lipofectamine RNAimax ne permet une interaction qu’avec 

seulement 46% des cellules Jurkat traitées. Au contraire, la transfection de ces siARN avec les 
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Les cellules primaires de type Huvec ont été transfectées 6 

Lipofectamine RNAimax (vert clair) et cLNPa-DiD (vert 

évènements (FACS BD LSRII – 

La même observation peut être effectuée au regard des expériences effectuées sur les 

adhérentes d’origine lymphoïde de type Jurkat. Cependant, les différences observées 

entre l’utilisation de Lipofectamine RNAimax et cLNPa sont plus marquées (Figure VI-2). Après 6 

ite par la transfection de siARN-alexa488 avec 

la Lipofectamine RNAimax (vert clair) est mesurée 60% inférieure à celle autorisée par cLNPa (vert 

En effet, par rapport aux cellules Jurkat traitées uniquement avec les siARN-Alexa488, 

fluorescence des cellules transfectées avec le complexe Lipofectamine RNAimax/siARN 

est 20 fois plus élevée. Tandis que l’intensité de fluorescence permise par la transfection de siARN-

utilisation de l’agent 

commercial. Par ailleurs, cette différence se retrouve au niveau du pourcentage de cellules 

: la Lipofectamine RNAimax ne permet une interaction qu’avec 

. Au contraire, la transfection de ces siARN avec les 
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nanoparticules cLNPa autorise une interaction avec 95% des cellules Jurkat traitées, soit la totalité de 

la population. De plus, la distribution des siARN

plus homogène avec cLNPa par rapport à la Lipofectamine RNAimax. En effet, le signal de 

fluorescence démontrant un pic plus étroit atteste d’une distribution plus égale entre les cellules 

analysées (Figure VI-2).  

 

Figure VI-2. Transfection de cellules 

heures par des siARN fluorescents avec deux vecteurs, la Lipofectamine RNAimax (vert clair) et cLNPa

foncé) (n=6) (siARN = 20 nM – N/P = 24/1). Analyse par cytométrie en flux sur 10

canal FITC). 

 

La différence entre les deux vecteurs testés est la plus importante pour le troisième 

modèle, réputé difficile à transfecter

neurones (Figure VI-3). Avec ce modèle, l’agent commercial Lipofectamine RNAimax ne permet 

qu’une faible interaction des siARN

seulement moins de 15% des cellules analysées son
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nanoparticules cLNPa autorise une interaction avec 95% des cellules Jurkat traitées, soit la totalité de 

la population. De plus, la distribution des siARN-Alexa488 entre les cellules Jurkat traitées sem

plus homogène avec cLNPa par rapport à la Lipofectamine RNAimax. En effet, le signal de 

fluorescence démontrant un pic plus étroit atteste d’une distribution plus égale entre les cellules 

2. Transfection de cellules non-adérentes : les cellules non-adhérentes Jurkat ont été transfectées 6 

heures par des siARN fluorescents avec deux vecteurs, la Lipofectamine RNAimax (vert clair) et cLNPa

= 24/1). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 évènements (FACS BD LSRII 

La différence entre les deux vecteurs testés est la plus importante pour le troisième 

réputé difficile à transfecter, étudié : les cellules différenciées en structure

3). Avec ce modèle, l’agent commercial Lipofectamine RNAimax ne permet 

qu’une faible interaction des siARN-Alexa488 complexés avec les cellules traitées. En effet, 

seulement moins de 15% des cellules analysées sont positives pour la fluorescence du siARN
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nanoparticules cLNPa autorise une interaction avec 95% des cellules Jurkat traitées, soit la totalité de 

Alexa488 entre les cellules Jurkat traitées semble 

plus homogène avec cLNPa par rapport à la Lipofectamine RNAimax. En effet, le signal de 

fluorescence démontrant un pic plus étroit atteste d’une distribution plus égale entre les cellules 

 

adhérentes Jurkat ont été transfectées 6 

heures par des siARN fluorescents avec deux vecteurs, la Lipofectamine RNAimax (vert clair) et cLNPa-DiD (vert 

évènements (FACS BD LSRII – 

La différence entre les deux vecteurs testés est la plus importante pour le troisième 

structures proches des 

3). Avec ce modèle, l’agent commercial Lipofectamine RNAimax ne permet 

Alexa488 complexés avec les cellules traitées. En effet, 

t positives pour la fluorescence du siARN-
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Alexa488. Ces résultats sont nettement inférieurs à ceux obtenus en utilisant cLNPa comme vecteur. 

En effet, ces nanoparticules lipidiques permettent une interaction des siARN

cellules traitées (Figure VI-3).  

En termes d’intensité de fluorescence mesurée,  l’interaction mesurée entre les siARN

Alexa488 et les cellules PC12 différenciées et 2,8 fois plus élevée après transfection avec les 

nanoparticules lipidiques cLNPa, soit une intensité de f

profil de distribution des siARN-Alexa488 obtenu par cytométrie en flux (Figure VI

cellules PC12 différenciées en structure

aux vecteurs cLNPa (vert foncé), tandis que le profil des cellules transfectées avec le lipoplexe 

Lipofectamine RNAimax/siARN se confond en partie avec le profil des cellules transfectées avec les 

siARN seuls (vert clair). 

 

Figure VI-3. Transfection de cellules neuronale

neurones après traitement NGF, ont été transfectées 6 heures par des siARN fluorescents avec deux vecteurs, la 

Lipofectamine RNAimax (vert clair) et cLNPa

cytométrie en flux sur 10
4
 évènements (FACS BD LSRII 
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Alexa488. Ces résultats sont nettement inférieurs à ceux obtenus en utilisant cLNPa comme vecteur. 

En effet, ces nanoparticules lipidiques permettent une interaction des siARN-Alexa488 avec 65% des 

En termes d’intensité de fluorescence mesurée,  l’interaction mesurée entre les siARN

Alexa488 et les cellules PC12 différenciées et 2,8 fois plus élevée après transfection avec les 

nanoparticules lipidiques cLNPa, soit une intensité de fluorescence 61% plus élevée. En observant le 

Alexa488 obtenu par cytométrie en flux (Figure VI

cellules PC12 différenciées en structures proches des neurones interagit avec les siARN complexés 

aux vecteurs cLNPa (vert foncé), tandis que le profil des cellules transfectées avec le lipoplexe 

Lipofectamine RNAimax/siARN se confond en partie avec le profil des cellules transfectées avec les 

3. Transfection de cellules neuronales : les cellules PC12, différenciées en structure

neurones après traitement NGF, ont été transfectées 6 heures par des siARN fluorescents avec deux vecteurs, la 

Aimax (vert clair) et cLNPa-DiD (vert foncé) (n=7) (siARN = 20 nM – N/P = 24/1). Analyse par 

évènements (FACS BD LSRII – canal FITC). 
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Alexa488. Ces résultats sont nettement inférieurs à ceux obtenus en utilisant cLNPa comme vecteur. 

Alexa488 avec 65% des 

En termes d’intensité de fluorescence mesurée,  l’interaction mesurée entre les siARN-

Alexa488 et les cellules PC12 différenciées et 2,8 fois plus élevée après transfection avec les 

luorescence 61% plus élevée. En observant le 

Alexa488 obtenu par cytométrie en flux (Figure VI-3), la majorité des 

des neurones interagit avec les siARN complexés 

aux vecteurs cLNPa (vert foncé), tandis que le profil des cellules transfectées avec le lipoplexe 

Lipofectamine RNAimax/siARN se confond en partie avec le profil des cellules transfectées avec les 

 

les cellules PC12, différenciées en structures proches des 

neurones après traitement NGF, ont été transfectées 6 heures par des siARN fluorescents avec deux vecteurs, la 

N/P = 24/1). Analyse par 
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Ainsi, ces premières observations soulignent le caractère prometteur des cLNPa pour la 

délivrance intracellulaire des siARN dans les modèles cellulaires réputés comme étant difficiles à 

transfecter. L’interaction entre les séquences d’acides nucléiques complexés et les cellules traitées 

semble affecter l’ensemble des populations analysées avec le vecteur cLNPa, autorisant des tests 

complémentaires sur ces modèles cellulaires. En outre, les résultats obtenus démontrent un 

avantage des nanoparticules cLNPa par rapport à la Lipofectamine RNAimax concernant 

l’accessibilité des cellules pour les siARN complexés. Néanmoins, des tests d’internalisation 

nécessitent d’être réalisés pour prouver une transfection effective, notamment par l’utilisation de 

bleu trypan inhibant la fluorescence extracellulaire de l’alexa488 par un phénomène de FRET. 

Suite aux essais permettant de visualiser l’interaction des siARN avec ces cellules, après 

complexation avec les vecteurs lipidiques cationiques de type cLNPa, des expériences d’inhibition 

fonctionnelle nécessiteront d’être réalisées sur ces différents modèles cellulaires. Trois phénotypes à 

inhiber par transfection de siARN ont été isolés concernant les modèles de notre étude.  

Pour les cellules primaires de type Huvec, des siARN induisant la mort cellulaire sur des 

cellules humaines (siARN Cell Death) ont été choisis comme précédemment. L’efficacité d’inhibition 

fonctionnelle sera mesurée par l’induction des phénomènes de mort cellulaire, notamment par 

apoptose. Concernant le modèle de cellules non-adhérentes de type Jurkat, les récepteurs de surface 

CD2 modérément exprimés seront la cible d’une inhibition spécifique par la transfection de siARN. 

Enfin, pour le modèle cellulaire proche des neurones, les PC12 différenciées seront transfectées avec 

des siARN inhibant l’expression du récepteur de surface P75, diminuant alors la reconnaissance du 

facteur de différenciation NGF. Ces différentes validations seront entreprises pour la suite de ces 

travaux de thèse car elles nécessitent encore des mises au point. 

 

2. Les structures difficiles à transfecter : culture 3D 

2.1. Principe de la culture tridimensionnelle 

Les cellules qui se développent dans les tissus sont dans un environnement tridimensionnel 

ayant des signaux caractéristiques biophysiques et biomécaniques. Ces signaux influencent des 

fonctions cellulaires majeures telles que la migration, l’adhésion, la prolifération et l’expression 

génique [13-16].  

Cependant, l’essentiel des tests cellulaires in vitro effectués en laboratoire se concentrent sur 

une culture des cellules en deux dimensions plus simple à mettre en place. De cette façon, les 
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cellules sont cultivées sur des boites en plastique de type polystyrène qui sont très rigides et non-

naturelles. Les adhésions des cellules se fait sur ces structures synthétiques par des adhésions 

différentes peu représentatives des conditions physiologiques (Figure VI-4). En effet, la cellule subit 

de nombreuses contraintes pour s’étaler sur la surface et migrer en x-y. Le microenvironnement de la 

cellule est ainsi négligé et les résultats obtenus peuvent donner des interprétations différentes de 

celles obtenues au niveau des tissus. 

 

 

Figure VI-4. Différence de contraintes sur des cellules entre la culture 2D et 3D : les cellules cultivées sur boite 

de pétri subissent des contraintes d’adhésion, de migration et de polarité alors que les cellules cultivées en 3D 

dans un gel de matrigel sont plus représentatives des conditions physiologiques (d’après Baker et al., 2012 [17]). 

 

Depuis une trentaine d’année, une culture cellulaire tridimensionnelle (x-y-z) se développe 

visant à reproduire plus précisément la physiologie des tissus et des organes naturels. Par cette voie, 

les cellules se fixent les unes aux autres formants des attachements physiques de cellule à cellule 

(Figure VI-5). En outre, le matériel utilisé pour permettre le développement tridimensionnel possède 

une rigidité mécanique comparable aux tissus naturels, et il est composé de protéines complexes 

dans leur configuration native fournissant ainsi des instructions biologiques importantes pour les 

cellules (exemple : le matrigel). Dans cet environnement, les cellules peuvent exercer des forces les 
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unes sur les autres stimulant leurs interactions par la création de jonction gap, par des échanges 

ioniques ou même par des courants électriques. Ces liens privilégiés permettent d’obtenir des 

phénotypes plus complexes et des fonctions cellulaires plus proches des tissus natifs par une 

communication et une signalisation renforcée.  

Sung et al. ont d’ailleurs démontré une modification de l’expression des molécules de 

signalisation entre des cellules cultivées en deux dimensions et des cellules cultivées de manière 

tridimensionnelle [18]. Au cours de leur étude sur la culture des fibroblastes mammaires humains 

(HMF), cette équipe a démontré que la culture sous forme tridimensionnelle provoquait une 

augmentation de la sécrétion de molécules de signalisation (COX2, HGF, MMP-14) par les cellules 

HMF par rapport aux fibroblastes cultivés en boite de pétri [18], améliorant ainsi la progression vers 

des phénotypes invasifs des cellules du cancer du sein [18]. L’une des conséquences de ce 

phénomène est une résistance plus élevée des cellules cultivées de façon tridimensionnelle face aux 

agents chimio-thérapeutiques ou même face aux rayonnements [19, 20]. La validation des agents 

anticancéreux et des effets cytotoxiques devient alors plus représentative des conditions in vivo lors 

d’évaluations précliniques. 

 

En outre, contrairement à la culture 2D où les cellules forment une monocouche très mince 

sur la surface plastique, la culture 3D présentent une succession de couches cellulaires et de matrice. 

La nécessité de diffuser à travers ces couches pour atteindre les cellules les plus profondes est 

importante (Figure VI-5). Par ailleurs, lors de cultures cellulaires tridimensionnelles dans du matrigel, 

les cellules épithéliales s’auto-organisent en acini parfaitement différentiés (Figure VI-5). 

L’expression protéique est alors dite polarisée lorsque ces cellules (alors appelées polarisées) 

forment un lumen (une lumière) et que l’expression des protéines s’effectue du côté de cette 

lumière. En revanche, des cellules provenant de lignées tumorales forment des sphéroïdes ayant 

perdu toute capacité à se polariser. Sans polarité et avec une absence de lumen, l’expression des 

protéines est alors beaucoup plus diffuse. Le modèle d’étude concernant les cellules PC3, issues du 

cancer de la prostate, une culture tridimensionnelle en matrigel entraîne alors la formation de 

sphéroïdes ne possédant pas de lumen et étant non polarisés. 
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Figure VI-5. Représentation des cellules MCF-10A dans les différentes conditions de culture : Les cellules sont 

plus étalées en culture 2D (à gauche). En culture 3D, elles subissent moins de contrainte et communiquent plus 

facilement (à droite) (d’après Debnath et al., 2003 [21]). 

 

Cependant, l’utilisation de la culture 3D est actuellement limitée par un verrou technique 

lié à la difficulté de transfection sur ce type de structure. Notamment, le matrigel utilisé pour 

permettre le développement tridimensionnel apporte une densité beaucoup plus élevée que celle 

rencontrée lors de la culture cellulaire en deux dimensions, et ainsi une diffusion plus difficile. En 

outre, en absence de contraintes imposées aux cellules cultivées sous forme tridimensionnelle, les 

mécanismes d’endocytose ne sont plus exacerbés et l’internalisation devient une limite plus 

importante. Par ailleurs, la formation en multicouches cellulaires permet d’avoir des cellules plus 

accessibles en périphérie, ou à l’inverse difficilement atteignables au cœur de structures de type 

sphéroïde. Une transfection efficace nécessite une internalisation des siARN dans toutes les cellules 

de chaque structure. 

 

2.2. Transfection fonctionnelle sur culture cellulaire 3D de PC3-GFP 

2.2.1. Mise en place du modèle d’étude 

Pour rappel, les cellules sont cultivées dans du matrigel, un mélange de protéines 

gélatineuse sécrétées par les cellules Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) issues d’un sarcome de souris. 

Le matrigel ressemble à l’environnement extracellulaire complexe retrouvé dans de nombreux 

tissus, autorisant l’interprétation de résultats dans des conditions plus proches de l’environnement 

physiologique. 

Les cultures cellulaires tridimensionnelles de PC3-GFP ont été effectuées suivant les 

instructions fournies dans le protocole (voir page 147). Ainsi, après quatre jours de culture dans les 

conditions définies, les cellules s’auto-organisent en structures sphéroïdes dépourvues de lumen 

(Figure VI-6). Une fois ces structures formées, les expériences de transfection peuvent être 

effectuées. Les cellules PC3 ayant été modifiées pour surexprimer la protéine GFP, ces structures 
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sphéroïdes peuvent se distinguer par une fluorescence verte en

(Figure VI-6).  

En outre, un test préliminaire a été effectué avec l’incubation de 

cationiques contenant un fluorophore de type DiD (Figure VI

DOTAP de 6,25 µg/mL, ces nanovecteurs sont visualisables par des zones rouges comprises à 

l’intérieur du sphéroïde vert rapporté en fi

les cellules cultivées de façon tridimensionnelle, fournissant alors une preuve de concept pour des 

expériences plus approfondies. 

 

Figure VI-6. Culture de cellules PC3

matrigel suivant un protocole spécifique afin de former des sphéroïdes. Image prise après quatre jours de 

culture, grossissement X5. Les sphéroïdes formés ont été incubés avec des nanoparticules cLNPa

48 heures ([DOTAP] = 6,25 µg/mL). 

 

2.2.2. Optimisation du rapport molaire N/P

L’expertise acquise par nos laboratoires sur la culture cellulaire tridimensionnelle, ainsi que 

les essais préalablement entrepris pour la transfection de telles structures 

commerciaux, ont conduit à effectuer les expériences suivantes à des concentrations plus fortes en 

siARN, à savoir 100 nM. En outre,  nous avons émis l’hypothèse que la culture dans une matrice telle 

que le matrigel ne s’accordait pas ave
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guer par une fluorescence verte en microscopie à épifluorescence 

En outre, un test préliminaire a été effectué avec l’incubation de nanoparticules lipidiques 

cationiques contenant un fluorophore de type DiD (Figure VI-6). Utilisés à une concentration en 

DOTAP de 6,25 µg/mL, ces nanovecteurs sont visualisables par des zones rouges comprises à 

l’intérieur du sphéroïde vert rapporté en figure VI-6. Ainsi, les nanoparticules semblent interagir avec 

les cellules cultivées de façon tridimensionnelle, fournissant alors une preuve de concept pour des 

 

6. Culture de cellules PC3-GFP sous forme de sphéroïde : les cellules PC3-GFP sont cultivées sur du 

matrigel suivant un protocole spécifique afin de former des sphéroïdes. Image prise après quatre jours de 

culture, grossissement X5. Les sphéroïdes formés ont été incubés avec des nanoparticules cLNPa

 

Optimisation du rapport molaire N/P 

L’expertise acquise par nos laboratoires sur la culture cellulaire tridimensionnelle, ainsi que 

les essais préalablement entrepris pour la transfection de telles structures 

commerciaux, ont conduit à effectuer les expériences suivantes à des concentrations plus fortes en 

siARN, à savoir 100 nM. En outre,  nous avons émis l’hypothèse que la culture dans une matrice telle 

que le matrigel ne s’accordait pas avec les tests de cytotoxicité effectués dans le chapitre V ; ce 
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microscopie à épifluorescence 

nanoparticules lipidiques 

6). Utilisés à une concentration en 

DOTAP de 6,25 µg/mL, ces nanovecteurs sont visualisables par des zones rouges comprises à 

6. Ainsi, les nanoparticules semblent interagir avec 

les cellules cultivées de façon tridimensionnelle, fournissant alors une preuve de concept pour des 

 

GFP sont cultivées sur du 

matrigel suivant un protocole spécifique afin de former des sphéroïdes. Image prise après quatre jours de 

culture, grossissement X5. Les sphéroïdes formés ont été incubés avec des nanoparticules cLNPa-DiD pendant 

L’expertise acquise par nos laboratoires sur la culture cellulaire tridimensionnelle, ainsi que 

les essais préalablement entrepris pour la transfection de telles structures avec des vecteurs 

commerciaux, ont conduit à effectuer les expériences suivantes à des concentrations plus fortes en 

siARN, à savoir 100 nM. En outre,  nous avons émis l’hypothèse que la culture dans une matrice telle 

c les tests de cytotoxicité effectués dans le chapitre V ; ce 
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changement d’environnement nécessiterait de nouveaux tests de viabilité cellulaire. C’est pourquoi 

nous avons effectué les premiers 

matérialisées par des rapports molaires N/P élevés, partant de l’hypothèse qu’une faible fraction de 

ces nanoparticules serait capable d’atteindre les cellules en raison d’une difficulté de transfection 

accrue dans ces conditions, notamment en raison de la

7). 

 

Figure VI-7. Internalisation de cLNPa dans les cellules PC3

cultivées 96 heures sur du matrigel pour former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 

siARN complexés aux cLNPa-DiD. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence 

autorisée par les cLNPa-DiD (siARN=100 nM) (n=2). Analyse par cytométrie en flux sur 10

LSRII – canal DiD). 

 

Ainsi, les cellules sous forme de sphéroïdes ont été transfectées pendant 72 heures par des 

complexes cLNPa-DiD/siGFP. Les cellules sont ensuite récupérées par traitement enzymatique 

suivant le protocole décrit page 

concentration en nanoparticules

N/P, est corrélée à une augmentation linéaire de la fluorescence DiD (rouge plein) exprimée par les 

cellules analysées (Figure VI-7). En effet, entre des rapports molaires N/P de 19/1 à 95/1, l’intensité 

de fluorescence est multipliée par 4,6. Par ailleurs, en plus de l’intensité de fluorescence, la 

cytométrie en flux permet de quantifier le pourcentage de cellule
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changement d’environnement nécessiterait de nouveaux tests de viabilité cellulaire. C’est pourquoi 

nous avons effectué les premiers essais avec des concentrations très fortes en nanoparticule

matérialisées par des rapports molaires N/P élevés, partant de l’hypothèse qu’une faible fraction de 

ces nanoparticules serait capable d’atteindre les cellules en raison d’une difficulté de transfection 

accrue dans ces conditions, notamment en raison de la densité du matrigel (Figure VI

7. Internalisation de cLNPa dans les cellules PC3-GFP sous forme de sphéroïde : 

cultivées 96 heures sur du matrigel pour former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 

DiD. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence 

DiD (siARN=100 nM) (n=2). Analyse par cytométrie en flux sur 10

Ainsi, les cellules sous forme de sphéroïdes ont été transfectées pendant 72 heures par des 

DiD/siGFP. Les cellules sont ensuite récupérées par traitement enzymatique 

suivant le protocole décrit page 148, puis analysées par cytométrie en flux. L’augmentation de la 

s cLNPa-DiD, matérialisée par une augmentation du rapport molaire 

N/P, est corrélée à une augmentation linéaire de la fluorescence DiD (rouge plein) exprimée par les 

7). En effet, entre des rapports molaires N/P de 19/1 à 95/1, l’intensité 

de fluorescence est multipliée par 4,6. Par ailleurs, en plus de l’intensité de fluorescence, la 

cytométrie en flux permet de quantifier le pourcentage de cellules ayant intégré les 
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changement d’environnement nécessiterait de nouveaux tests de viabilité cellulaire. C’est pourquoi 

avec des concentrations très fortes en nanoparticules, 

matérialisées par des rapports molaires N/P élevés, partant de l’hypothèse qu’une faible fraction de 

ces nanoparticules serait capable d’atteindre les cellules en raison d’une difficulté de transfection 

densité du matrigel (Figure VI-6 et Figure VI-

 

GFP sous forme de sphéroïde : les cellules PC3 sont 

cultivées 96 heures sur du matrigel pour former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 72 heures par des 

DiD. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence 

3
 évènements (FACS BD 

Ainsi, les cellules sous forme de sphéroïdes ont été transfectées pendant 72 heures par des 

DiD/siGFP. Les cellules sont ensuite récupérées par traitement enzymatique 

en flux. L’augmentation de la 

DiD, matérialisée par une augmentation du rapport molaire 

N/P, est corrélée à une augmentation linéaire de la fluorescence DiD (rouge plein) exprimée par les 

7). En effet, entre des rapports molaires N/P de 19/1 à 95/1, l’intensité 

de fluorescence est multipliée par 4,6. Par ailleurs, en plus de l’intensité de fluorescence, la 

ayant intégré les nanoparticules 
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contenant du DiD (rouge hachuré)

interagissent avec les nanoparticules cLNPa

rapport molaire N/P testé, ce pourcentage res

malgré la densité accrue de la matrice à traverser, les nanovecteurs cLNPa sont capables 

et d’interagir avec les cellules traitées. En outre, le pourcentage élevé de cellules positives pour

nanoparticules tend à prouver que les cellules au centre des structures de type sphéroïde sont 

également atteintes par les nanovecteurs (Figure VI

 

Figure VI-8. Transfection fonctionnelle de PC3

cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 72 heures par des 

siGFP complexés aux nanoparticules cLNPa. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la 

fluorescence (siARN=100 nM – temps d’incubation = 72 heures) (n=2). Analyse par cytométrie en flux sur 10

évènements (FACS BD LSRII – canal FITC).
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contenant du DiD (rouge hachuré) : dès le rapport molaire N/P égal à 19/1, plus de 80% des cellules 

interagissent avec les nanoparticules cLNPa-DiD. Au cours de cette expérience, quel que soit le 

rapport molaire N/P testé, ce pourcentage reste constant entre 80 et 90%. Ce résultat démontre que, 

malgré la densité accrue de la matrice à traverser, les nanovecteurs cLNPa sont capables 

d’interagir avec les cellules traitées. En outre, le pourcentage élevé de cellules positives pour

nanoparticules tend à prouver que les cellules au centre des structures de type sphéroïde sont 

également atteintes par les nanovecteurs (Figure VI-7). 

8. Transfection fonctionnelle de PC3-GFP sous forme de sphéroïde : les cellules PC3

cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 72 heures par des 

siGFP complexés aux nanoparticules cLNPa. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la 

temps d’incubation = 72 heures) (n=2). Analyse par cytométrie en flux sur 10

canal FITC). 
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: dès le rapport molaire N/P égal à 19/1, plus de 80% des cellules 

DiD. Au cours de cette expérience, quel que soit le 

te constant entre 80 et 90%. Ce résultat démontre que, 

malgré la densité accrue de la matrice à traverser, les nanovecteurs cLNPa sont capables d’atteindre 

d’interagir avec les cellules traitées. En outre, le pourcentage élevé de cellules positives pour les 

nanoparticules tend à prouver que les cellules au centre des structures de type sphéroïde sont 

 

les cellules PC3-GFP sont 

cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 72 heures par des 

siGFP complexés aux nanoparticules cLNPa. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la 

temps d’incubation = 72 heures) (n=2). Analyse par cytométrie en flux sur 10
3
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L’efficacité d’inhibition fonctionnelle est ensuite analysée avec la transfection des 

complexes cLNPa-DiD/siGFP dans les mêmes 

L’augmentation du rapport molaire N/P est corrélée à la diminution de l’intensité de fluorescence 

mesurée sur les cellules transfectées. En effet, alors qu’un rapport molaire N/P égal à 19/1 ne permet 

que 20% d’inhibition de l’intensité de fluorescence, une augmentation jusqu’à un rapport molaire de 

76/1 permet une inhibition de 77%. Ce rapport molaire correspond à une concentration en DOTAP 

contenu dans les cLNPa d’environ 200 µg/mL. À partir de cette concentratio

fonctionnelle reste inchangée indiquant l’établissement d’un plateau.

Figure VI-9. Transfection fonctionnelle de PC3

cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former 

siGFP complexés à l’Oligofectamine

matrigel est dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence (siARN=100 nM 

d’incubation = 72 heures) (n=2). Analyse par cytométrie en flux sur 10
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L’efficacité d’inhibition fonctionnelle est ensuite analysée avec la transfection des 

DiD/siGFP dans les mêmes conditions que précédemment (Figure VI

L’augmentation du rapport molaire N/P est corrélée à la diminution de l’intensité de fluorescence 

mesurée sur les cellules transfectées. En effet, alors qu’un rapport molaire N/P égal à 19/1 ne permet 

hibition de l’intensité de fluorescence, une augmentation jusqu’à un rapport molaire de 

76/1 permet une inhibition de 77%. Ce rapport molaire correspond à une concentration en DOTAP 

contenu dans les cLNPa d’environ 200 µg/mL. À partir de cette concentration, l’efficacité d’inhibition 

fonctionnelle reste inchangée indiquant l’établissement d’un plateau. 

9. Transfection fonctionnelle de PC3-GFP sous forme de sphéroïde : les cellules PC3

cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 72 heures par des 

siGFP complexés à l’Oligofectamine®. L’Oligofectamine® est utilisé à des volumes allant de 1X à 16X. Le 

matrigel est dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence (siARN=100 nM 

d’incubation = 72 heures) (n=2). Analyse par cytométrie en flux sur 10
3
 évènements (FACS BD LSRII 
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L’efficacité d’inhibition fonctionnelle est ensuite analysée avec la transfection des 

conditions que précédemment (Figure VI-8). 

L’augmentation du rapport molaire N/P est corrélée à la diminution de l’intensité de fluorescence 

mesurée sur les cellules transfectées. En effet, alors qu’un rapport molaire N/P égal à 19/1 ne permet 

hibition de l’intensité de fluorescence, une augmentation jusqu’à un rapport molaire de 

76/1 permet une inhibition de 77%. Ce rapport molaire correspond à une concentration en DOTAP 

n, l’efficacité d’inhibition 

 

les cellules PC3-GFP sont 

des sphéroïdes, puis transfectées pendant 72 heures par des 

est utilisé à des volumes allant de 1X à 16X. Le 

matrigel est dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence (siARN=100 nM – temps 

évènements (FACS BD LSRII – canal FITC). 
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Dans le même temps et suivant les mêmes conditions, des tests utilisant l’Oligofectamine 

ont été réalisés à titre comparatif (Figure VI-9). L’Oligofectamine® a été préféré à la Lipofectamine 

RNAimax® en raison d’une efficacité décrite comme significativement plus élevée dans le chapitre 

précédent ; pour rappel, cLNPa, Oligofectamine®, SilentFECT® et DharmaFECT® ont été décrit comme 

les plus efficaces pour la transfection de siARN fonctionnels dans les cellules PC3.  

 

Selon les recommandations du fournisseur pour les transfections dans des conditions de 

culture 2D, ce vecteur doit être utilisé dans des volumes allant de 0,1% à 0,6% (v/v), soit 1X sur la 

figure VI-9. Comme pour les nanoparticules cLNPa, les quantités d’Oligofectamine® complexées aux 

siGFP ont été augmentées jusqu’à 16X afin de vérifier une éventuelle efficacité d’inhibition 

dépendante de la concentration en vecteur. Avec l’Oligofectamine®, l’efficacité d’inhibition de 

l’intensité de fluorescence n’excède pas les 30%. En outre, l’efficacité maximale est atteinte dès une 

quantité en Oligofectamine® de 4X et reste constante malgré l’augmentation de la quantité de 

vecteur. Ces résultats démontrent une efficacité d’inhibition fonctionnelle supérieure permise par la 

transfection de siGFP avec cLNPa par rapport à l’agent commercial choisi (77%). 

 

Néanmoins, ces expériences préliminaires sur des structures tridimensionnelles ont été 

effectuées avec une présence concomitante de cellules uniques se développant en deux dimensions. 

Dès lors, une amélioration du protocole, notamment en diminuant la quantité de cellule de 104 à 

7.103 par cellule, nous a permis de passer d’environ 20% de cellules ne présentant pas des 

caractéristiques 3D à des quantités négligeables estimées à moins de 2%. Cette optimisation du 

protocole exige alors une redéfinition des efficacités de transfection dans les conditions les plus 

favorables décrites précédemment. Ainsi, de nouvelles expériences de transfection de siGFP à 100 

nM sur structure 3D ont été effectuées, avec des rapports molaires N/P de 80/1 et 96/1 concernant 

l’utilisation des particules cLNPa-DiD, et des quantités 4X et 8X pour l’utilisation de l’Oligofectamine® 

(Figure VI-10). 

Avec ces nouvelles caractéristiques, l’efficacité mesurée pour l’inhibition de l’intensité de 

fluorescence est de d’environ 50% suite à la transfection de complexes cLNPa-DiD/siGFP à un rapport 

molaire N/P de 80/1, au lieu de 77% avec le protocole non-optimisé (Figure VI-10). Ce rapport 

correspond d’ailleurs à un seuil, une augmentation de la concentration en nanoparticules jusqu’à un 

rapport molaire N/P de 96/1 ne permettant pas d’améliorer l’efficacité d’inhibition fonctionnelle 

d’avantage. Toutefois, cette efficacité d’inhibition fonctionnelle reste élevée, notamment au regard 
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des résultats obtenus avec l’Oligofectamine® dont l’inhibition fonctionnelle mesurée reste inférieure 

à 20% quelle que soit la quantité de vecteur utilisé

conditions). 

Concernant le pourcentage de cellules transfectées, seulement 50% présente une 

diminution d’intensité de fluorescence significative. Les résultats obtenus indiquent cependant 

qu’une majorité des cellules traitées interagit avec les nanoparticules cLNPa

 

Figure VI-10. Efficacité de transfection fonctionnelle de PC3

GFP sont cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, pui

par des siGFP complexés à cLNPa-DiD ou à l’Oligofectamine

ratios molaires N/P de 80 et 96/1. L’Oligofectamine

dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence (siARN=100 nM 

heures) (n=3). Analyse par cytométrie en flux sur 10

Chapitre VI. Délivrance active de siARN sur des cellules et structures difficiles à transfecter

des résultats obtenus avec l’Oligofectamine® dont l’inhibition fonctionnelle mesurée reste inférieure 

à 20% quelle que soit la quantité de vecteur utilisée (13,98% en moyenne dans les meilleures 

Concernant le pourcentage de cellules transfectées, seulement 50% présente une 

diminution d’intensité de fluorescence significative. Les résultats obtenus indiquent cependant 

s traitées interagit avec les nanoparticules cLNPa-DiD (> 85%). 

10. Efficacité de transfection fonctionnelle de PC3-GFP sous forme de sphéroïde : 

GFP sont cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 72 heures 

DiD ou à l’Oligofectamine®. Les particules cLNPa-DiD sont utilisées dans des 

ratios molaires N/P de 80 et 96/1. L’Oligofectamine® est utilisé à des volumes de 4X et 8X. Le matrigel est 

dégradé et les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence (siARN=100 nM – temps d’incubation = 72 

heures) (n=3). Analyse par cytométrie en flux sur 10
3
 évènements (FACS BD LSRII – canal FITC).
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des résultats obtenus avec l’Oligofectamine® dont l’inhibition fonctionnelle mesurée reste inférieure 

e (13,98% en moyenne dans les meilleures 

Concernant le pourcentage de cellules transfectées, seulement 50% présente une 

diminution d’intensité de fluorescence significative. Les résultats obtenus indiquent cependant 

DiD (> 85%).  

 

GFP sous forme de sphéroïde : les cellules PC3-

s transfectées pendant 72 heures 

DiD sont utilisées dans des 

est utilisé à des volumes de 4X et 8X. Le matrigel est 

temps d’incubation = 72 

canal FITC). 
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Une hypothèse concernant cette inhibition n’impactant pas toute la population cellulaire 

traitée peut être une distribution hétérogène entre le cœur et la surface des sphéroïdes. En effet, le 

cœur de ces structures apolaires est plus difficile à atteindre par les complexes particules/siARN. 

Ainsi, l’observation microscopique de l’inhibition de la protéine GFP semble nécessaire afin de 

vérifier les zones de transfection fonctionnelle privilégiées. 

 

2.2.3. Optimisation de la concentration en siARN 

Au cours du chapitre précédent, nous avons émis l’hypothèse que le nombre de particules 

cLNP est primordial pour la délivrance intra-cytoplasmique de siARN. Pour rappel, avec une 

concentration en siARN diminuée, le maintien de la concentration en nanoparticules cLNPa a permis 

d’obtenir les mêmes efficacités d’inhibition fonctionnelle. À l’inverse, le maintien du rapport molaire 

N/P, induisant la diminution de la concentration en nanoparticules cLNPa avec celle de siARN, 

provoquait alors une réduction de l’efficacité d’inhibition fonctionnelle. Dès lors, il est raisonnable 

d’imaginer qu’une diminution de la concentration en siARN, sans modifier la concentration en 

nanoparticules cLNPa, peut permettre de maintenir les efficacités d’inhibition fonctionnelle 

mesurées. 

Les expériences précédentes ont rapporté les résultats les plus probants pour une 

concentration en DOTAP contenu dans les nanoparticules d’environ 200 µg/mL ([siGFP] = 100 nM – 

N/P = 80/1). Ainsi, cette concentration a été maintenue malgré la diminution de la concentration en 

siGFP jusqu’à 20 nM, augmentant d’un facteur cinq le rapport molaire N/P ([siGFP] = 20 nM – N/P = 

400/1). En outre, une condition a été ajoutée avec un maintien du rapport molaire N/P à 80/1 lors de 

transfection de siGFP sur des PC3-GFP cultivées de façon tridimensionnelle (Figure VI-11). 

 

En accord avec l’hypothèse proposée, l’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence 

mesurée reste d’environ 50% en maintenant la concentration en DOTAP contenu dans les particules 

cLNPa à 200 µg/mL. Ainsi, l’efficacité d’inhibition fonctionnelle peut être maintenue malgré la 

diminution de la concentration en siGFP de 100 nM à 20 nM, corrélée à une évolution du rapport 

molaire N/P de 80/1 à 400/1 (Figure VI-11). Au contraire, le maintien du rapport molaire N/P à 80/1 

malgré l’inhibition de la concentration en siGFP à 20 nM démontre une perte totale de l’efficacité 

d’inhibition fonctionnelle induit par la transfection. Ainsi, la diminution de la concentration en 

DOTAP contenu dans les particules jusqu’à 40 µg/mL est responsable de la perte d’efficacité 

d’inhibition fonctionnelle observée. Rapportée au nombre de particules, la transfection de cellules 
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PC3-GFP en condition tridimensionnelle, exigent environ 8,2.10

efficacité d’inhibition optimale, soit 33 fois plus que po

 

Figure VI-11. Efficacité de transfection fonctionnelle de PC3

concentrations en siARN : les cellules PC3

sphéroïdes, puis transfectées pendant 72 heures par des siGFP complexés à cLNPa. Le matrigel est dégradé et 

les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence. Les couleurs les plus foncés représentent l’intensité de 

fluorescence tandis que les couleurs claires représen

Analyse par cytométrie en flux sur 10

 

En complément des résultats démontrant une interaction forte des cLNPa avec les cellules 

PC3-GFP cultivées de façon tridimensionnelle, dès les plus faibles rapports molaires N/P testés, ces 
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GFP en condition tridimensionnelle, exigent environ 8,2.1012 nanoparticules cLNPa pour une 

efficacité d’inhibition optimale, soit 33 fois plus que pour une culture 2D. 

11. Efficacité de transfection fonctionnelle de PC3-GFP sous forme de sphéroïde en diminuant les 

les cellules PC3-GFP sont cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des 

transfectées pendant 72 heures par des siGFP complexés à cLNPa. Le matrigel est dégradé et 

les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence. Les couleurs les plus foncés représentent l’intensité de 

fluorescence tandis que les couleurs claires représentent le pourcentage de cellules positives en GFP (n=3). 

Analyse par cytométrie en flux sur 10
3
 évènements (FACS BD LSRII – canal FITC). 

En complément des résultats démontrant une interaction forte des cLNPa avec les cellules 

GFP cultivées de façon tridimensionnelle, dès les plus faibles rapports molaires N/P testés, ces 
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nanoparticules cLNPa pour une 

 

GFP sous forme de sphéroïde en diminuant les 

GFP sont cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des 

transfectées pendant 72 heures par des siGFP complexés à cLNPa. Le matrigel est dégradé et 

les sphéroïdes dissociés pour étudier la fluorescence. Les couleurs les plus foncés représentent l’intensité de 

tent le pourcentage de cellules positives en GFP (n=3). 

En complément des résultats démontrant une interaction forte des cLNPa avec les cellules 

GFP cultivées de façon tridimensionnelle, dès les plus faibles rapports molaires N/P testés, ces 
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données sont en accord avec l’hypothèse formulée précédemment. En effet, la quantité de 

nanoparticules lipidiques cLNPa exige d’être à un seuil limite pour autoriser une inhibition 

fonctionnelle du gène ciblé lors de la transfection de siARN. Les hypothèses formulées pour expliquer 

ce phénomène peuvent alors être les mêmes que celles explicitées dans le chapitre V, à savoir une 

quantité limite de cLNPa pour favoriser l’internalisation et/ou l’échappement endosomal. En outre, 

l’environnement spécifique offert par le matrigel, un mélange de protéines gélatineuses, peut exiger 

des concentrations élevées en vecteur pour favoriser la rétention et/ou la protection des siARN 

complexés, ou encore pour surmonter les difficultés de diffusion dans ce type de milieu. 

 

Cependant, la forte augmentation de la concentration en nanoparticules cLNPa, et ainsi en 

DOTAP contenu dans leur couronne, peut entraîner une interrogation quant à la cytotoxicité induite. 

En effet, dans des conditions 2D, l’IC50 des nanoparticules cLNPa a été évalué à environ 100 µg/mL de 

DOTAP lors d’une incubation de 24 heures sur les cellules PC3. La concentration en particules utilisée 

pour la transfection sur des cellules PC3 cultivées en 3D étant deux fois plus élevée que la 

concentration définissant l’IC50 en 2D, des tests de viabilité cellulaire sont nécessaires afin d’établir le 

profil de cytotoxicité dans ces conditions différentes. 

 

2.3. Étude de la cytotoxicité induite 

Afin d’avoir un aperçu de la cytotoxicité potentiellement induite par la transfection de 

siARN avec des nanoparticules cLNPa, dans les conditions définies pour la culture 3D ([siARN] = 20 

nM – N/P = 400/1 – [DOTAP] = 200 µg/mL), un test préliminaire mesurant les niveaux d’apoptose des 

cellules transfectées a été effectué à l’aide de CellEvent®, marqueur des caspases 3 et 7 (Figure VI-

12). 

La transfection de siARN, avec une concentration en DOTAP de 200 µg/mL contenu dans les 

particules cLNPa, induit une augmentation du marquage CellEvent® reflétant une légère 

augmentation de l’activité des caspases 3 et 7. Toutefois, l’intensité de fluorescence CellEvent® 

n’atteint pas le seuil d’intensité observé lors d’une induction d’apoptose. En outre, le pourcentage de 

cellules positives pour le CellEvent® est augmenté de 13,2%, suite à la transfection avec le complexe 

cLNPa/siARN dans les conditions précédemment décrites, par rapport aux cellules non-transfectées. 

Ainsi, environ 20% des cellules présentent une augmentation de l’activation des caspases 3 et 7, pour 

seulement 7% dans des conditions basales. Ces résultats indiquent que la concentration en 
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nanoparticules utilisée est probablement aux limites des doses utilisables avec ce type de particule, 

dans les conditions de culture tridimensionnelle de cellule PC3 non

Un comparatif est réalisé avec les cellules transfectées par du siARN complexé à 

l’Oligofectamine®, utilisé à une concentration 4X (Figure VI

légèrement augmentée par rapport aux conditions basales (x 1,5) tandis que le pourcentage de 

cellule positive pour le CellEvent® est d’environ 13%. Cependant, ce vecteu

efficacité d’inhibition fonctionnelle sur les cellules PC3 cultivées de façon tridimensionnelle.

 

Figure VI-12. Cytotoxicité induite par la transfection de PC3 sous forme de sphéroïde avec des siARN : 

cellules PC3 sont cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 

72 heures par des siGFP complexés à cLNPa ou à l’Olifogectamine®. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes 

dissociés pour étudier la fluorescence. Un marqueur de l’apo

pour établir un profil de cytotoxicité (n=3) ([siARN] = 20 nM 

Analyse par cytométrie en flux sur 10

 

 

Selon ces résultats, cLNPa semble montrer une légère cytotoxicité (13,2% des cellules 

positives à l’apoptose par rapport aux conditions basales). Néanmoins, une stratégie a été testée afin 

de palier à l’impact d’une concentration en cLNPa élevée, ceci par 

culture 24 heures après l’incubation du complexe (Figure VI

des complexes cLNPa/siARN en moins de 24 heures, changer le milieu de culture par du milieu frais 
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utilisée est probablement aux limites des doses utilisables avec ce type de particule, 

dans les conditions de culture tridimensionnelle de cellule PC3 non-GFP. 

Un comparatif est réalisé avec les cellules transfectées par du siARN complexé à 

tamine®, utilisé à une concentration 4X (Figure VI-12). L’intensité de fluorescence est 

légèrement augmentée par rapport aux conditions basales (x 1,5) tandis que le pourcentage de 

cellule positive pour le CellEvent® est d’environ 13%. Cependant, ce vecteur ne permet

efficacité d’inhibition fonctionnelle sur les cellules PC3 cultivées de façon tridimensionnelle.

12. Cytotoxicité induite par la transfection de PC3 sous forme de sphéroïde avec des siARN : 

vées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 

72 heures par des siGFP complexés à cLNPa ou à l’Olifogectamine®. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes 

dissociés pour étudier la fluorescence. Un marqueur de l’apoptose, le CellEvent®, est incubé post

pour établir un profil de cytotoxicité (n=3) ([siARN] = 20 nM – N/P = 400/1 – temps d’incubation = 72 heures). 

Analyse par cytométrie en flux sur 10
3
 évènements (FACS BD LSRII – canal FITC). 

Selon ces résultats, cLNPa semble montrer une légère cytotoxicité (13,2% des cellules 

positives à l’apoptose par rapport aux conditions basales). Néanmoins, une stratégie a été testée afin 

de palier à l’impact d’une concentration en cLNPa élevée, ceci par un changement de milieu de 

culture 24 heures après l’incubation du complexe (Figure VI-13). En admettant une internalisation 

des complexes cLNPa/siARN en moins de 24 heures, changer le milieu de culture par du milieu frais 
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utilisée est probablement aux limites des doses utilisables avec ce type de particule, 

Un comparatif est réalisé avec les cellules transfectées par du siARN complexé à 

12). L’intensité de fluorescence est 

légèrement augmentée par rapport aux conditions basales (x 1,5) tandis que le pourcentage de 

ne permet qu’une faible 

efficacité d’inhibition fonctionnelle sur les cellules PC3 cultivées de façon tridimensionnelle. 

 

12. Cytotoxicité induite par la transfection de PC3 sous forme de sphéroïde avec des siARN : les 

vées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 

72 heures par des siGFP complexés à cLNPa ou à l’Olifogectamine®. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes 

ptose, le CellEvent®, est incubé post-transfection 

temps d’incubation = 72 heures). 

Selon ces résultats, cLNPa semble montrer une légère cytotoxicité (13,2% des cellules 

positives à l’apoptose par rapport aux conditions basales). Néanmoins, une stratégie a été testée afin 

un changement de milieu de 

13). En admettant une internalisation 

des complexes cLNPa/siARN en moins de 24 heures, changer le milieu de culture par du milieu frais 
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la viabilité cellulaire en diminuant le temps d’exposition des cellules aux particules.

Cependant, cette modification du protocole entraine une diminution de l’efficacité 

d’inhibition fonctionnelle : alors que le protocole initial permet d’obtenir une inhibition de l’intensité 

de fluorescence sur 49% des cellules traitées, un changement du milieu de culture 24 heures après 

incubation ne permet d’avoir que 25% de cellules démontrant une réduc

fluorescence significative. Ainsi, ce changement de protocole induit une diminution de l’efficacité 

d’inhibition fonctionnelle par un facteur 1,9.

 

 

Figure VI-13. Cytotoxicité induite par la transfection de PC3 sous forme de sphéro

cellules PC3 sont cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 

72 heures par des siGFP complexés à cLNPa ou à l’Oligofectamine®. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes 

dissociés pour étudier la fluorescence (n=3) ([siARN] = 20 nM 

Analyse par cytométrie en flux sur 10

 

Il semble donc préférable de maintenir le protocole en dépit d’une légère induction de 

l’apoptose. Une optimisation des conditions peut être imaginée par une amélioration des conditions 

de culture tridimensionnelle (adaptation de la matrice utilisée, de ses concentrations, …) ou encore 

une modification de la concentration en nanoparticule

efficacité/innocuité satisfaisant. Des tests complémentaires sont néanmoins nécessaires pour 

évaluer de manière plus précise l’impact de l’utilisation des cLNPa dans de telles concentrations au 

niveau de la cytotoxicité. 
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Cependant, cette modification du protocole entraine une diminution de l’efficacité 

: alors que le protocole initial permet d’obtenir une inhibition de l’intensité 

de fluorescence sur 49% des cellules traitées, un changement du milieu de culture 24 heures après 

incubation ne permet d’avoir que 25% de cellules démontrant une réduction de l’intensité de 

fluorescence significative. Ainsi, ce changement de protocole induit une diminution de l’efficacité 

d’inhibition fonctionnelle par un facteur 1,9. 

13. Cytotoxicité induite par la transfection de PC3 sous forme de sphéroïde avec des siARN : 

cellules PC3 sont cultivées 96 heures sur du matrigel afin de former des sphéroïdes, puis transfectées pendant 

72 heures par des siGFP complexés à cLNPa ou à l’Oligofectamine®. Le matrigel est dégradé et les sphéroïdes 

ur étudier la fluorescence (n=3) ([siARN] = 20 nM – N/P = 400/1 – temps d’incubation = 72 heures). 

Analyse par cytométrie en flux sur 10
3
 évènements (FACS BD LSRII). 

préférable de maintenir le protocole en dépit d’une légère induction de 

apoptose. Une optimisation des conditions peut être imaginée par une amélioration des conditions 

de culture tridimensionnelle (adaptation de la matrice utilisée, de ses concentrations, …) ou encore 

une modification de la concentration en nanoparticules cLNPa jusqu’à un équilibre 

efficacité/innocuité satisfaisant. Des tests complémentaires sont néanmoins nécessaires pour 

évaluer de manière plus précise l’impact de l’utilisation des cLNPa dans de telles concentrations au 
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3. Discussion 

Durant ces travaux de thèse, les tests préliminaires effectués sur les modèles cellulaires 

considérés comme difficiles à transfecter se concentrent essentiellement sur l’interaction des siARN 

avec les cellules traitées. C’est pourquoi cette partie de la transfection seulement peut être 

comparée aux travaux issus de la littérature. 

Plusieurs études ont démontré une internalisation élevée de siARN transfectés dans des 

modèles cellulaires primaires. Notamment, Yang et al. ont visualisé que des siARN marqués par un 

fluorophore étaient internalisés dans trois modèles cellulaires primaires suite à une transfection avec 

des vecteurs de type Lipofectamine RNAimax et PEI (Figure VI-14) [22]. Sur les photographies 

rapportées par Yang et al., l’internalisation des siARN dans tous les compartiments cellulaires des 

différents modèles est nettement visualisable par une fluorescence diffuse après 24 heures de 

transfection avec la Lipofectamine RNAimax. Avec le PEI comme vecteur, la distribution des siARN 

dans les cellules est moins homogène, notamment avec une concentration dans des vésicules du 

cytosol (Figure VI-14). 

 

Figure VI-14. Internalisation de siARN dans des cellules primaires : étude de l’internalisation de siARN 

fluorescents à 20 nM après complexation avec de la Lipofectamine RNAimax®, du chitosan, du PEI ou de l’acide 

hyaluronique (HA). Les images ont été réalisées par l’équipe de Yang et al. 24 heures après transfection sur des 

noyaux pulpeux issus des disques intervertébraux des lombaires humains (NP), des chondrocytes articulaires 

(AC) et des cellules souches mésenchymateuses (MSC). Les noyaux sont marqués au DAPI tandis que les siARN 

fluorescent sont visualisables en vert (d’après Yang et al. [22]). 



Chapitre VI. Délivrance active de siARN sur des cellules et structures difficiles à transfecter 

304 
 

 Ainsi, l’interaction des siARN avec les cellules primaires semblent la plus élevée avec des 

vecteurs lipidiques, notamment la Lipofectamine RNAimax dans le cas de l’étude de Yang et al.. 

D’ailleurs, cette internalisation est corrélée à une inhibition fonctionnelle élevée du gène ciblé, la 

GAPDH, dans les trois modèles cellulaires étudiés [22], résultat non-retrouvé avec les trois autres 

vecteurs testés. Au cours de ce chapitre, une comparaison a été effectuée concernant l’interaction 

des siARN avec les HUVEC lors de la transfection avec les nanoparticules cLNPa ou la Lipofectamine 

RNAimax. Une interaction 2,2 fois plus élevée a d’ailleurs été mesurée suite à la transfection de 

siARN-Alexa488 par rapport à une transfection avec le vecteur lipidique commercial (Figure VI-1). Ce 

résultat s’avère prometteur concernant une éventuelle inhibition fonctionnelle induite lors de la 

transfection. Néanmoins, des tests complémentaires restent à être effectués pour attester une 

internalisation, ainsi qu’un relargage efficace  des siARN dans le compartiment cytoplasmique. 

Cependant, les liposomes cationiques tels que la Lipofectamine RNAimax sont reconnus 

pour démontrer une certaine instabilité, notamment dans les milieux de culture contenant des 

protéines sériques. Ainsi, une autre étude a souhaité mesurer l’impact de l’intégration de polymère 

PEG, tensio-actif stabilisant les particules et améliorant leur furtivité, au niveau de l’internalisation 

dans un modèle cellulaire primaire [23]. Des lipoplexes issus de la complexation de siARN 

fluorescents avec un mélange DOPE/groupement pyridinium cationique (SAINT-MIX) ont été 

transfectés pendant 4 heures en présence de cellules primaires de type HUVEC [23]. En outre, des 

polymères PEG d’une taille de 2 Kda, couplés au DOPE, ont été intégrés dans la formulation à la place 

de 2% et 4% molaire de DOPE. En présence de PEG, le lipoplexe perd totalement sa faculté d’être 

associé aux cellules primaires traitées [23]. Pour rappel, cLNPa comprend jusqu’à 17% molaire de 

PEG dans la formulation nanoparticulaire. Ainsi, les nanoparticules lipidiques de type cLNPa semble 

apporter un avantage pour l’obtention d’un vecteur stable, présentant une innocuité élevée, mais 

également efficace pour la transfection de siARN dans les modèles cellulaires primaires. 

 

 

L’interaction des siARN avec les cellules non-adhérentes de type Jurkat, suite à une étape 

de transfection, est également rapportée dans la littérature. En ce sens, Tezgel et al. ont démontré 

une interaction des siARN à 50 nM, complexés avec des peptides cationiques, avec des cellules de 

type Jurkat après 4 heures d’incubation [24]. En effet, en utilisant des vecteurs synthétiques dérivés 

de l’oligo-arginine (PTDM-1), cette équipe démontre une interaction significative avec ce modèle 

cellulaire. Cependant, cette association est fortement dépendante de la présence de sérum dans le 

milieu de culture utilisé : l’utilisation de milieu complet supplémenté par des protéines sériques 

inhibe fortement l’interaction des siARN avec les cellules de type Jurkat [24]. Ainsi, le protocole doit 
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être adapté pour une transfection de plusieurs heures dans un milieu dépourvu de sérum, avant 

d’ajouter du milieu complet sur les cultures cellulaires [24]. Ainsi, l’utilisation de vecteurs lipidiques 

tels que la Lipofectamine RNAimax® ou cLNPa permet de s’émanciper de cette contrainte, par une 

transfection directement dans le milieu de culture supplémenté, tout en favorisant l’interaction forte 

de siARN avec les cellules traitées. En outre, les tests effectués au cours de notre étude démontrent 

une interaction des siARN avec les cellules 2,5 fois plus élevée après transfection avec le vecteur 

cLNPa par rapport au vecteur Lipofectamine RNAimax®, permettant des perspectives prometteuses 

pour une utilisation sur ce type de modèle cellulaire. Néanmoins, des validations biologiques sur 

l’inhibition fonctionnelle induite par la transfection s’avère nécessaire pour prouver l’efficacité de ces 

vecteurs avec des cellules non-adhérentes. 

 

 

Cardoso et al. ont étudié la transfection de siARN dans des cultures neuronales primaires 

[25]. Leurs travaux ont démontré la possible internalisation de siARN complexés à des liposomes 

cationiques ; néanmoins, cette internalisation est fortement dépendante d’une association de ce 

vecteur à la transferrine, une molécule connue pour faciliter l’internalisation de lipoplexes dans de 

nombreux types cellulaires [26, 27]. En ce sens, la transfection de siARN avec les liposomes 

cationiques contenant de la transferrine autorise une inhibition fonctionnelle du gène ciblé d’environ 

50%, tandis que dans le même temps, la Lipofectamine 2000 utilisée comme vecteur contrôle, ne 

possédant pas de transferrine, ne permet qu’une inhibition fonctionnelle de 27% [25]. Lors de notre 

étude, les siARN complexés aux vecteurs cLNPa démontrent une interaction 61% supérieure aux 

siARN complexés à la Lipofectamine RNAimax, sur des cellules possédant des caractéristiques 

proches des neurones. Ainsi, avec des expériences supplémentaires visant à prouver l’internalisation 

de ces siARN, les vecteurs développés au cours de ces travaux de thèse peuvent présenter des 

perspectives intéressantes pour la transfection de siARN sur des modèles neuronales. En 

complément d’une efficacité de transfection potentiellement forte, ces vecteurs présentent des 

avantages importants en termes de stabilité, d’innocuité et de multifonctionnalité, notamment par 

l’encapsulation de molécules lipophiles. 

 

 

En dépit de l’intérêt et du potentiel représenté par les modèles de culture cellulaire 

tridimensionnelle, peu de solutions réellement efficaces ou satisfaisantes existent à l’heure actuelle 

d’après nos connaissances. La plupart des essais voient une préparation de matrices dîtes activées, 

c’est-à-dire comprenant les complexes vecteurs/siARN avant le dépôt des cellules [28, 29]. De cette 

façon, la transfection s’effectue dès le dépôt des cellules, avant la formation des structures 
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tridimensionnelles. Néanmoins, les travaux de Zhang et al. se focalisent sur la transfection de siARN 

dans des structures tridimensionnelles, formées dans des matrices de collagène, avec des particules 

super-paramagnétiques possédant un revêtement de polymères PEI [30]. Toutefois, cette équipe 

utilise les propriétés de ces particules inorganiques pour imposer un champ magnétique, forçant leur 

pénétration dans la matrice et leur interaction avec les cellules en culture [30]. Au contraire, les 

nanovecteurs de type cLNPa utilisés au cours de ce chapitre démontrent une forte interaction avec 

les cellules cultivées de façon tridimensionnelle, par simple diffusion dans la matrice gélatineuse. Les 

nanoparticules cLNPa semble donc représenter une alternative intéressante pour la transfection 

dans les structures 3D, notamment en raison des caractéristiques évoquées concernant leur faible 

diamètre hydrodynamique, leur stabilité et leur innocuité, associées à l’efficacité d’inhibition 

fonctionnelle mesurée sur ces structures. 

 

4. Conclusion 

Les nanoparticules cLNPa ont démontré des caractéristiques très intéressantes pour la 

transfection de siARN fonctionnels sur les modèles cellulaires PC3-GFP et Hela-GFP. En effet, en 

complément d’une efficacité d’inhibition fonctionnelle de respectivement 65% et 80% sur les cellules 

PC3-GFP et Hela-GFP, ces vecteurs présentent une innocuité totale et des possibilités de multi-

délivrance intéressantes, notamment pour le suivi de la distribution en fluorescence. L’objectif de ce 

chapitre était donc de vérifier la transposition de ces vecteurs pour des applications sur des modèles 

cellulaires considérés comme difficiles à transfecter. 

Ainsi, pour une utilisation de siARN à 20 nM et un rapport molaire N/P établie à 24/1 pour 

les particules cLNPa-DiD (voir chapitre V), nous avons vérifié l’interaction des siARN avec ces 

différents modèles cellulaires traités. Pour les cellules primaires, non-adhérentes et pour les cellules 

possédant une structure proche des neurones, la transfection de siARN avec cLNPa démontre une 

très forte interaction des séquences d’acides nucléiques avec les cellules traitées. En outre, les 

caractéristiques observées sont au-delà de celles obtenues avec l’utilisation de Lipofectamine 

RNAimax. Ces résultats prometteurs nécessitent désormais des validations biologiques concernant 

l’efficacité d’inhibition fonctionnelle de gènes ciblés. 

La culture cellulaire tridimensionnelle représente également une limite importante pour la 

transfection de siARN. En effet, la conformation des cellules plus proches des conditions in vivo, 

l’existence de différentes couches cellulaires au sein d’une même structure sphéroïde, ainsi que 

l’environnement gélatineux de la matrice extracellulaire utilisée engendrent des difficultés pour 

l’accessibilité des cellules par les complexes vecteurs/siARN. Néanmoins, l’augmentation du nombre 
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de particules jusqu’à une concentration de 200 µg/mL en DOTAP, soit une quantité de particules 

lipidiques d’environ 8,2.1012, permet d’obtenir une efficacité d’inhibition fonctionnelle lors de la 

transfection de siARN. Cette quantité de particule est environ 33 fois plus élevée que pour les 

expériences de transfection en culture cellulaire 2D avec les particules cLNPa, démontrant une 

nécessité d’un nombre plus élevé de nanovecteurs avec le changement d’environnement 

extracellulaire. En outre, les efficacités d’inhibition fonctionnelle, jusqu’à 50%, sont nettement 

supérieures aux résultats obtenus avec l’agent de transfection de référence, l’Oligofectamine®, qui 

induit une inhibition de l’intensité de fluorescence inférieure à 20%. Pour rappel, l’efficacité 

d’inhibition obtenue sur ce même modèle, PC3-GFP, mais cultivé en 2D allait jusqu’à 65%. Ainsi, la 

transposition à une culture tridimensionnelle reste assez proche des résultats obtenus en 2D. 

Néanmoins, des validations biologiques complémentaires restent nécessaires pour assurer une 

innocuité élevée du vecteur dans les concentrations utilisées. 
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Ces travaux de thèse avaient pour objectif de développer un vecteur générique autorisant 

la transfection de diverses séquences d’ARN interférent pour induire la régulation spécifique de 

gènes ciblés dans différents modèles cellulaires. L’intérêt d’une telle étude était de surpasser les 

outils actuellement disponibles en répondant aux critères exigés pour une utilisation dans différentes 

applications : transfection in vitro, criblage à haut-débit, délivrance de siARN dans des modèles 

cellulaires difficiles à transfecter et dans des cultures cellulaires tridimensionnelles, transposition 

possible pour des applications in vivo.  

En ce sens, des nanoparticules lipidiques cationiques hautement stables ont été 

développées pour une stratégie de complexation de surface. Le caractère cationique de ces 

nanovecteurs, issus d’un plan mathématique, autorise la complexation efficace de milliers de 

séquences d’ARN interférents différentes à partir d’une unique formulation ; cette propriété offre un 

intérêt majeur pour des études de criblage à haut-débit notamment.  

Par ailleurs, l’inhibition fonctionnelle induite par le transport de siARN avec les vecteurs 

cLNP, développés dans notre étude, démontre une efficacité de transfection comparable à quatre 

des meilleurs agents de délivrance commerciaux (peptidiques, polymériques et lipidiques), sur le 

modèle cellulaire PC3-GFP. Cette forte efficacité d’inhibition fonctionnelle est d’ailleurs rapportée sur 

d’autres modèles cellulaires et avec différents ARN interférents, démontrant le caractère 

potentiellement générique de la délivrance avec cLNP.  

De plus, les nanoparticules lipidiques offrent l’avantage d’une très forte rétention des 

siARN en surface, autorisant des temps longs de préparation sans affecter l’efficacité de transfection 

fonctionnelle. Dans le cadre de criblage à haut-débit où la préparation de centaines de complexe 

peut prendre jusqu’à plusieurs heures, les nanoparticules cLNP présentent un avantage supérieur 

pour maintenir les mêmes conditions entre tous les échantillons et garder la même efficacité 

d’inhibition fonctionnelle, contrairement à la Lipofectamine RNAimax notamment.  

En outre, la conception de ces nanoparticules est issue de modifications apportées à un 

vecteur lipidique utilisé comme agent de contraste. En apportant des variations  uniquement au 

niveau de la couronne, les propriétés d’encapsulation de molécules lipophiles sont maintenues, 

fournissant alors un vecteur de délivrance multiple : tandis que la couronne cationique permet la 

complexation avec des séquences d’acides nucléiques (siARN, mimics de miARN, séquences d’ADN), 

le cœur non cristallin hydrophobe permet l’encapsulation de molécules lipophiles telles que des 

anticancéreux ou, comme dans notre étude, des fluorophores. 



Conclusions 

 

314 
 

Enfin, les nanoparticules lipidiques cationiques cLNP ont démontré une innocuité cellulaire 

élevée sur le modèle PC3, autorisant une large adaptation des concentrations en vecteur lors des 

expériences de transfection. De cette façon, ces nanoparticules permettent une augmentation 

majeure des concentrations pour s’adapter en fonction du modèle cellulaire traité. En effet, certaines 

cellules sont réputées pour être difficiles à transfecter et cette stratégie d’augmentation des 

concentrations peut s’avérer être une réponse potentielle pour pallier à ces limites. Ainsi, les 

résultats d’internalisation des siARN après transfection avec cLNPa démontrent des perspectives 

intéressantes pour la transfection de cellules primaires, non-adhérentes et également neuronales. 

Suivant une stratégie d’augmentation des concentrations en vecteur, des résultats très prometteurs 

ont été rapportés dans ce manuscrit concernant la transfection fonctionnelle de cellules PC3 

cultivées de façon tridimensionnelle. En effet, d’après nos connaissances, aucun vecteur synthétique 

(peptide, polymère ou lipide) n’a démontré des résultats d’inhibition fonctionnelle aussi élevés, en 

atteste les faibles inhibitions obtenues avec l’Oligofectamine lors de notre étude. 

 

 

Par ailleurs, cette innocuité cellulaire élevée permet d’envisager une transposition vers des 

applications in vivo. Comme nous l’avons mentionné, les particules cLNP sont issues de modifications 

apportées à des vecteurs lipidiques utilisés pour des applications in vivo. La présence de polymère 

PEG en surface offre des possibilités de furtivité à la particule, augmentant alors les temps de 

circulation. En outre, les tests de stabilité colloïdale ayant démontré un maintien élevé de l’intégrité 

des particules, même en présence de protéines sériques, ce vecteur devient dès lors envisageable 

pour la délivrance, ou la multi-délivrance in vivo. En complément de ces propriétés prometteuses, 

des améliorations de la formulation restent possibles en raison du caractère versatile de ces 

particules cationiques. En effet, la surface des particules peut être fonctionnalisée, notamment par 

l’utilisation de polymère PEG possédant des fonctions réactives en fin de chaîne. De cette façon, des 

polymères (chitosan, polylysine, …), des peptides (CPP) ou même des anticorps peuvent être ajoutés 

à la formulation des nanoparticules afin d’améliorer leurs propriétés, particulièrement concernant le 

ciblage actif et/ou l’échappement endosomal. Alors que le ciblage actif peut induire une 

biodistribution hautement sélective (co-culture in vitro ou applications in vivo), l’amélioration de 

l’échappement endosomal reste l’une des limites importantes décrites dans la littérature qu’il est 

nécessaire d’optimiser. Néanmoins, de telles perspectives exigent des validations biologiques 

complémentaires concernant la distribution et les risques de toxicité de ces vecteurs cationiques. 
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En outre, ces nanoparticules développées au cours de ces travaux de thèse possèdent un 

avantage primordial en vue d’un transfert industriel : une formulation facile, rapide et ne dépendant 

pas de l’utilisation de solvant. Même si la technologie adoptée au cours de cette étude utilise 

l’application d’ultrasons par une sonde conique, la formulation peut être réalisée par d’autres 

méthodes favorisant une production de masse. En effet, des entreprises telles que Capsum® utilisent 

des procédés d’homogénéisation haute-pression pour produire plusieurs dizaines ou centaines de 

kilo par jour de nanoparticules lipidiques de type LNP, pour des applications cosmétiques 

principalement. Dès lors, les nanoparticules cLNP étant basées sur des formulations similaires 

peuvent être transposables à l’industrialisation. 

 

En conclusion, ces travaux de thèse ont permis de développer des vecteurs lipidiques 

possédant des propriétés en adéquation avec des applications de transfection d’ARN interférents in 

vitro, permettant notamment le criblage à haut-débit, et proposant des perspectives intéressantes 

pour l’étude sur des modèles difficile à transfecter et des cultures cellulaires tridimensionnelles. Par 

ailleurs, leurs caractéristiques avantageuses offrent de fortes possibilités de transfert industriel et 

pour des applications in vivo, démontrant le potentiel élevé de ces formulations nanoparticulaires. 
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ANNEXE 1. Optimisation du plan de travail

L’utilisation de siARN, composés de cours fragments d’ARN, nécessite de travailler dans des 

conditions particulières exemptes de nucléase. En effet, ces enzymes ayant la particularité de 

dégrader les séquences d’acides nucléiques sont très solides, les ren

nombreuses méthodes de décontamination [1]. Ainsi, la limitation de l’exposition à ces nucléases, en 

développant un environnement propre et dépourvu au maximum de RNAse, ne peut que favoriser 

les conditions d’étude. Afin de mesurer l

optimisées, des tests de transfection de siARN fonctionnels ont été effectués sur des modèles U2OS 

sur-exprimant la protéine GFP (voir protocole page 

heures par des siGFP, complexés au vecteur Lipofectamine RNAimax, suivant trois conditions 

différentes.  

Dans la première condition, le complexe siARN/liposome cationique se fait de manière 

classique, sous PSM de type 2 (Figure A

totale, démontrant des conditions optimales et une grande efficacité du vecteur sur ce modèle 

cellulaire (Figure A-1).  

Figure A-1. Inhibition de l’expression de la GFP sur le modèle cellulaire U2OS

été transfectées 72 heures des siGFP complexé à la Lipofectamine RNAimax ([siGFP] = 20 nM 

conseillées par le fournisseur). Analyse par cytométrie en flux sur 104 évènements (n=3)  (FACS BD LSRII). 

Images issues de microscopie d’épifluo

ANNEXE 1. Optimisation du plan de travail 

L’utilisation de siARN, composés de cours fragments d’ARN, nécessite de travailler dans des 

conditions particulières exemptes de nucléase. En effet, ces enzymes ayant la particularité de 

dégrader les séquences d’acides nucléiques sont très solides, les rendant réfractaires à de 

nombreuses méthodes de décontamination [1]. Ainsi, la limitation de l’exposition à ces nucléases, en 

développant un environnement propre et dépourvu au maximum de RNAse, ne peut que favoriser 

les conditions d’étude. Afin de mesurer l’impact d’expérimentations dans des conditions non

optimisées, des tests de transfection de siARN fonctionnels ont été effectués sur des modèles U2OS 

exprimant la protéine GFP (voir protocole page 140). Ainsi, ces cellules ont été transfectées 72 

s par des siGFP, complexés au vecteur Lipofectamine RNAimax, suivant trois conditions 

Dans la première condition, le complexe siARN/liposome cationique se fait de manière 

classique, sous PSM de type 2 (Figure A-1). L’inhibition de l’intensité de fluorescence résultante est 

totale, démontrant des conditions optimales et une grande efficacité du vecteur sur ce modèle 

1. Inhibition de l’expression de la GFP sur le modèle cellulaire U2OS-GFP : les cellules U2OS

été transfectées 72 heures des siGFP complexé à la Lipofectamine RNAimax ([siGFP] = 20 nM 

conseillées par le fournisseur). Analyse par cytométrie en flux sur 104 évènements (n=3)  (FACS BD LSRII). 

Images issues de microscopie d’épifluorescence (marquage du noyau au DAPI). 
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L’utilisation de siARN, composés de cours fragments d’ARN, nécessite de travailler dans des 

conditions particulières exemptes de nucléase. En effet, ces enzymes ayant la particularité de 

dant réfractaires à de 

nombreuses méthodes de décontamination [1]. Ainsi, la limitation de l’exposition à ces nucléases, en 

développant un environnement propre et dépourvu au maximum de RNAse, ne peut que favoriser 

’impact d’expérimentations dans des conditions non-

optimisées, des tests de transfection de siARN fonctionnels ont été effectués sur des modèles U2OS 

). Ainsi, ces cellules ont été transfectées 72 

s par des siGFP, complexés au vecteur Lipofectamine RNAimax, suivant trois conditions 

Dans la première condition, le complexe siARN/liposome cationique se fait de manière 

de fluorescence résultante est 

totale, démontrant des conditions optimales et une grande efficacité du vecteur sur ce modèle 

 

les cellules U2OS-GFP ont 

été transfectées 72 heures des siGFP complexé à la Lipofectamine RNAimax ([siGFP] = 20 nM – quantités 

conseillées par le fournisseur). Analyse par cytométrie en flux sur 104 évènements (n=3)  (FACS BD LSRII). 



Annexes 

 

 

Cependant, dans une seconde condition, le complexe Lipofectamine RNAimax/siARN est 

mis en contact de la sonde à ultrason utilisée pour formuler les particules. Un simple contact de 20 

minutes, sans activer le processus

de l’intensité de fluorescence (Figure A

disponible figure A-2, deux populations se différencient

l’intensité de fluorescence et l’autre avec une intensité de fluorescence maintenue par rapport aux 

conditions basales. 

Dans les mêmes conditions, mais avec un lavage spécifique de la sonde à ultrason par un 

agent d’élimination des RNAse, avant 

fonctionnelle est totalement restaurée (Figure A

 

Figure A-2. Inhibition de l’expression de la GFP sur U2OS

U2OS-GFP ont été transfectées 72 he

durant 20 minutes avec une sonde à ultrason, ayant subie ou non un traitement spécifique contre les RNAses 

(n=3) ([siGFP] = 20 nM – quantités conseillées par le fournisseur). Analyse pa

évènements (FACS BS LSRII). 

 

Ce résultat témoigne de l’impact que peut avoir un environnement non

l’efficacité d’inhibition fonctionnelle induit par la transfection de siARN. Les nanoparticules lipidiques 

de type cLNP étant formulées dans un laboratoire de chimie non

supplémentaires sont importantes. Ainsi, les outils nécessaires à la formulation des vecteurs cLNP 

ont été lavés avec un produit détruisant les RNAses et stérilisés par 

complexation et de transfection se sont ensuite déroulées sous un PSM de type II afin d’éviter toute 

contamination et permettre une optimisation des conditions de travail.

 

Cependant, dans une seconde condition, le complexe Lipofectamine RNAimax/siARN est 

mis en contact de la sonde à ultrason utilisée pour formuler les particules. Un simple contact de 20 

minutes, sans activer le processus d’ultrason, induit une diminution de 50% de l’efficacité d’inhibition 

de l’intensité de fluorescence (Figure A-2). En effet, sur le profil de d’expression de fluorescence 

2, deux populations se différencient : l’une avec une inhibition

l’intensité de fluorescence et l’autre avec une intensité de fluorescence maintenue par rapport aux 

Dans les mêmes conditions, mais avec un lavage spécifique de la sonde à ultrason par un 

agent d’élimination des RNAse, avant la mise en contact du complexe, l’efficacité d’inhibition 

fonctionnelle est totalement restaurée (Figure A-2). 

2. Inhibition de l’expression de la GFP sur U2OS-GFP – contrôle de l’environnement : 

GFP ont été transfectées 72 heures avec un complexe siGFP/Lipofectamine RNAimax ayant été en contact 

durant 20 minutes avec une sonde à ultrason, ayant subie ou non un traitement spécifique contre les RNAses 

quantités conseillées par le fournisseur). Analyse par cytométrie en flux sur 10

Ce résultat témoigne de l’impact que peut avoir un environnement non

l’efficacité d’inhibition fonctionnelle induit par la transfection de siARN. Les nanoparticules lipidiques 

LNP étant formulées dans un laboratoire de chimie non-exempt de RNAse, des précautions 

supplémentaires sont importantes. Ainsi, les outils nécessaires à la formulation des vecteurs cLNP 

ont été lavés avec un produit détruisant les RNAses et stérilisés par autoclave. Les étapes de 

complexation et de transfection se sont ensuite déroulées sous un PSM de type II afin d’éviter toute 

contamination et permettre une optimisation des conditions de travail. 
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Cependant, dans une seconde condition, le complexe Lipofectamine RNAimax/siARN est 

mis en contact de la sonde à ultrason utilisée pour formuler les particules. Un simple contact de 20 

d’ultrason, induit une diminution de 50% de l’efficacité d’inhibition 

2). En effet, sur le profil de d’expression de fluorescence 

: l’une avec une inhibition totale de 

l’intensité de fluorescence et l’autre avec une intensité de fluorescence maintenue par rapport aux 

Dans les mêmes conditions, mais avec un lavage spécifique de la sonde à ultrason par un 

la mise en contact du complexe, l’efficacité d’inhibition 

 

contrôle de l’environnement : les cellules 

ures avec un complexe siGFP/Lipofectamine RNAimax ayant été en contact 

durant 20 minutes avec une sonde à ultrason, ayant subie ou non un traitement spécifique contre les RNAses 

r cytométrie en flux sur 10
4
 

Ce résultat témoigne de l’impact que peut avoir un environnement non-optimisé sur 

l’efficacité d’inhibition fonctionnelle induit par la transfection de siARN. Les nanoparticules lipidiques 

exempt de RNAse, des précautions 

supplémentaires sont importantes. Ainsi, les outils nécessaires à la formulation des vecteurs cLNP 

autoclave. Les étapes de 

complexation et de transfection se sont ensuite déroulées sous un PSM de type II afin d’éviter toute 
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ANNEXE 2. Amélioration du protocole de complexation 

La complexation entre les siARN et les nanoparticules cLNP est permise par un protocole 

simple et rapide, nécessitant une étape de mélange de 30 minutes à 700 rpm. Toutefois, ce temps de 

mélange pourrait être limitant pour certaines applications, notamment pour du criblage à haut-débit 

qui exigerait alors une organisation particulière. En effet, malgré une rétention forte autorisant le 

maintien des conditions équivalentes entre des milliers de complexes en parallèle, l’utilisation d’un 

mélangeur pour une complexation à 700 rpm peut exiger une adaptation lors de la création des 

milliers de complexes. L’une des solutions envisagées pourrait être une réduction du temps de 

complexation. Cependant, au niveau de l’état de l’art, un équilibre est décrit entre la concentration 

en siARN, la vitesse et le temps de mélange (Figure A-3).  

 

 

Figure A-3. Impact des conditions de complexation sur l’efficacité de transfection : la concentration en siARN, 

la vitesse et le temps de complexation sont trois paramètres ayant un impact important sur l’efficacité de 

transfection avec des liposomes cationiques. L’efficacité de transfection est représentée en ordonnée et 

matérialisée par différentes couleurs allant du rouge (faible efficacité de transfection fonctionnelle) au vert 

(forte efficacité de transfection fonctionnelle) (d’après Barichello et al., 2012 [2]). 
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En utilisant des liposomes cationiques, une vitesse de complexation plus élevée accroît 

l’efficacité de transfection fonctionnelle (A), matérialisée par les zones vertes.

mélange élevée, un temps de complexation plus long permet également d’augmenter l’efficacité de 

transfection (B). En revanche, le seul changement de la concentration en siARN ne suffit pas à 

améliorer significativement l’efficacité de 

liposomes cationiques exige certaines contraintes de turbulence et de temps au niveau de l’étape de 

complexation pour permettre des efficacités de transfection fonctionnelle optimales. Il est alo

légitime d’envisager un comportement proche pour les nanoparticules de type cLNP. C’est pourquoi, 

dans cette hypothèse, des expériences de transfection fonctionnelle ont été réalisées sur des cellules 

PC3-GFP avec des complexes cLNPa/siARN ayant subie d

(Figure A-4). 

Figure A-4. Optimisation du protocole de complexation : 

siGFP complexés à la Lipofectamine RNAimax (vert) ou aux cLNPa

complexation ont été testés : les complexes cLNPa/siARN ont été vortexés brièvement (rouge clair), ou 

homogénéisés à l’aide d’un mélangeur à 700 rpm pendant 15 minutes (rouge moyen) ou 30 minutes (rouge 

foncé) à 700 rpm (n=3) (siARN = 20 nM 

BD LSRII). 

Contrairement aux résultats obtenus par Barichello 

aucune modification de l’efficacité d’inhibition n’a été observée suivant le protocole 

utilisé (Figure A-4). En effet, l’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence reste d’environ 60% 

quel que soit le temps de mélange utilisé. La complexation peut ainsi s’effectuer très rapidement 

sans affecter l’efficacité de tra

particule comparé aux liposomes cationiques notamment.

En utilisant des liposomes cationiques, une vitesse de complexation plus élevée accroît 

l’efficacité de transfection fonctionnelle (A), matérialisée par les zones vertes. 

mélange élevée, un temps de complexation plus long permet également d’augmenter l’efficacité de 

transfection (B). En revanche, le seul changement de la concentration en siARN ne suffit pas à 

améliorer significativement l’efficacité de transfection fonctionnelle (A et C). Ainsi, l’utilisation de 

exige certaines contraintes de turbulence et de temps au niveau de l’étape de 

complexation pour permettre des efficacités de transfection fonctionnelle optimales. Il est alo

légitime d’envisager un comportement proche pour les nanoparticules de type cLNP. C’est pourquoi, 

dans cette hypothèse, des expériences de transfection fonctionnelle ont été réalisées sur des cellules 

GFP avec des complexes cLNPa/siARN ayant subie différents temps de complexation à 700 rpm 

4. Optimisation du protocole de complexation : Les cellules PC3-GFP ont été transfectées par des 

siGFP complexés à la Lipofectamine RNAimax (vert) ou aux cLNPa-DiD (rouge). Plusieurs 

: les complexes cLNPa/siARN ont été vortexés brièvement (rouge clair), ou 

homogénéisés à l’aide d’un mélangeur à 700 rpm pendant 15 minutes (rouge moyen) ou 30 minutes (rouge 

foncé) à 700 rpm (n=3) (siARN = 20 nM – N/P = 24/1). Analyse par cytométrie en flux sur 10

Contrairement aux résultats obtenus par Barichello et al.sur les liposomes cationiques, 

aucune modification de l’efficacité d’inhibition n’a été observée suivant le protocole 

4). En effet, l’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence reste d’environ 60% 

quel que soit le temps de mélange utilisé. La complexation peut ainsi s’effectuer très rapidement 

sans affecter l’efficacité de transfection, apportant un atout supplémentaire pour ce type de 

particule comparé aux liposomes cationiques notamment. 
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En utilisant des liposomes cationiques, une vitesse de complexation plus élevée accroît 

 Pour une vitesse de 

mélange élevée, un temps de complexation plus long permet également d’augmenter l’efficacité de 

transfection (B). En revanche, le seul changement de la concentration en siARN ne suffit pas à 

transfection fonctionnelle (A et C). Ainsi, l’utilisation de 

exige certaines contraintes de turbulence et de temps au niveau de l’étape de 

complexation pour permettre des efficacités de transfection fonctionnelle optimales. Il est alors 

légitime d’envisager un comportement proche pour les nanoparticules de type cLNP. C’est pourquoi, 

dans cette hypothèse, des expériences de transfection fonctionnelle ont été réalisées sur des cellules 

ifférents temps de complexation à 700 rpm 

 

GFP ont été transfectées par des 

DiD (rouge). Plusieurs protocoles de 

: les complexes cLNPa/siARN ont été vortexés brièvement (rouge clair), ou 

homogénéisés à l’aide d’un mélangeur à 700 rpm pendant 15 minutes (rouge moyen) ou 30 minutes (rouge 

N/P = 24/1). Analyse par cytométrie en flux sur 10
4
 évènements (FACS 

sur les liposomes cationiques, 

aucune modification de l’efficacité d’inhibition n’a été observée suivant le protocole de complexation 

4). En effet, l’efficacité d’inhibition de l’intensité de fluorescence reste d’environ 60% 

quel que soit le temps de mélange utilisé. La complexation peut ainsi s’effectuer très rapidement 

nsfection, apportant un atout supplémentaire pour ce type de 
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ANNEXE 3. Optimisation des formulations cLNPb pour la 

rétention 

Les particules cationiques les plus petites, cLNPa, n’ont vraisemblablement 

d’être améliorées en ce qui concerne leur faculté de rétention. En revanche, cLNPb autorise une 

légère fuite de siARN, jusqu’à 17% des séquences d’acides nucléiques complexées, après incubation 

pendant 6 heures dans un milieu de culture supplé

IV). Dans l’objectif d’un maintien des conditions exactes entre différents complexes préparés à 

différentes heures d’intervalle, une stratégie peut être envisagée pour palier à ce défaut de 

rétention. La versatilité des nanoparticules cLNP 

une stratégie dite de couche par couche (ou 

siARN, une fois la complexation effectuée (Figure A

Figure A-5. Stratégie de rétention des siARN couche par couche : 

cationiques protégeant les siARN en se repliant.

 

Dans notre étude, des polymères cationiques de type PEG, possédant un groupement 

terminal ammonium, ont été intégrés dans la formulation à la place des polymères neutres. En outre, 

ces polymères chargés possèdent une taille de 5 kD contrairement aux polymères neutres en faisant 

seulement 2 kD (voir Figure A-6).

 

ANNEXE 3. Optimisation des formulations cLNPb pour la 

Les particules cationiques les plus petites, cLNPa, n’ont vraisemblablement 

d’être améliorées en ce qui concerne leur faculté de rétention. En revanche, cLNPb autorise une 

légère fuite de siARN, jusqu’à 17% des séquences d’acides nucléiques complexées, après incubation 

pendant 6 heures dans un milieu de culture supplémenté par du sérum de veau fœtal (voir chapitre 

IV). Dans l’objectif d’un maintien des conditions exactes entre différents complexes préparés à 

différentes heures d’intervalle, une stratégie peut être envisagée pour palier à ce défaut de 

atilité des nanoparticules cLNP permet des modifications simples de la couronne

une stratégie dite de couche par couche (ou layer-by-layer) peut être établie afin de recouvrir les 

siARN, une fois la complexation effectuée (Figure A-5) [3, 4]. 

5. Stratégie de rétention des siARN couche par couche : les cLNP peuvent intégrer des polymères 

cationiques protégeant les siARN en se repliant. 

Dans notre étude, des polymères cationiques de type PEG, possédant un groupement 

nt été intégrés dans la formulation à la place des polymères neutres. En outre, 

ces polymères chargés possèdent une taille de 5 kD contrairement aux polymères neutres en faisant 

6). 
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ANNEXE 3. Optimisation des formulations cLNPb pour la 

Les particules cationiques les plus petites, cLNPa, n’ont vraisemblablement aucun besoin 

d’être améliorées en ce qui concerne leur faculté de rétention. En revanche, cLNPb autorise une 

légère fuite de siARN, jusqu’à 17% des séquences d’acides nucléiques complexées, après incubation 

menté par du sérum de veau fœtal (voir chapitre 

IV). Dans l’objectif d’un maintien des conditions exactes entre différents complexes préparés à 

différentes heures d’intervalle, une stratégie peut être envisagée pour palier à ce défaut de 

des modifications simples de la couronne ; 

) peut être établie afin de recouvrir les 

 

les cLNP peuvent intégrer des polymères 

Dans notre étude, des polymères cationiques de type PEG, possédant un groupement 

nt été intégrés dans la formulation à la place des polymères neutres. En outre, 

ces polymères chargés possèdent une taille de 5 kD contrairement aux polymères neutres en faisant 



Annexes 

 

 

Figure A-6. Structure des polymères PEG u

ammonium et une chaîne de 100 unités éthylène.

Les paramètres physico

diverses concentrations massiques de PEG+5k à la place du P

L’augmentation du remplacement des PEG 2kD neutre

induit une augmentation du diamètre hydrodynamique des nanoparticules cLNPb, sans modification 

significative du potentiel zêta (Figure A

modification, possèdent un diamètre hydrodynamique de 73 nm, un remplacement de 100% de PEG 

2kD par des PEG+ 5kD (m/m) provoque une augmentation de taille de l’ordre de 24 nm.

 

Figure A-7. Caractérisation des cLNPb possédant des polymères cationiques : 

neutres par des PEG cationiques entraine une variation du diamètre hydrodynamique sans modifier le potentiel 

zêta. 

6. Structure des polymères PEG utilisés : les polymères PEG+ présentent un groupement terminal 

ammonium et une chaîne de 100 unités éthylène. 

 

Les paramètres physico-chimiques de la particule sont visualisés après intégration de 

diverses concentrations massiques de PEG+5k à la place du PEG 2k neutre (Figure A

L’augmentation du remplacement des PEG 2kD neutres par du PEG+ 5kD, de 25% à 100% (m/m) 

induit une augmentation du diamètre hydrodynamique des nanoparticules cLNPb, sans modification 

significative du potentiel zêta (Figure A-7). Alors que les nanoémulsions cLNPb, n’ayant subi aucune 

t un diamètre hydrodynamique de 73 nm, un remplacement de 100% de PEG 

2kD par des PEG+ 5kD (m/m) provoque une augmentation de taille de l’ordre de 24 nm.

7. Caractérisation des cLNPb possédant des polymères cationiques : le remplacement des PEG

neutres par des PEG cationiques entraine une variation du diamètre hydrodynamique sans modifier le potentiel 
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les polymères PEG+ présentent un groupement terminal 

chimiques de la particule sont visualisés après intégration de 

EG 2k neutre (Figure A-7). 

par du PEG+ 5kD, de 25% à 100% (m/m) 

induit une augmentation du diamètre hydrodynamique des nanoparticules cLNPb, sans modification 

7). Alors que les nanoémulsions cLNPb, n’ayant subi aucune 

t un diamètre hydrodynamique de 73 nm, un remplacement de 100% de PEG 

2kD par des PEG+ 5kD (m/m) provoque une augmentation de taille de l’ordre de 24 nm. 

 

le remplacement des PEG 

neutres par des PEG cationiques entraine une variation du diamètre hydrodynamique sans modifier le potentiel 



Annexes 

 

 

Nous avons émis deux hypothèses pouvant expliquer cette évolution. Pour la première, les 

PEG+ 5kD utilisés possèdent 100 unités éthylène con

possèdent que 40. Cette variation de taille pour le polymère utilisé peut engendrer l’évolution du 

diamètre hydrodynamique observée. Pour la seconde hypothèse, le remplacement des PEG 2kD 

neutres par des PEG+ 5kD s’est effectué en fonction d’une concentration massique. Or, ces deux 

types de polymère possèdent un poids moléculaire différent

concentration massique en polymère PEG+ 5kD, au détriment du polymère 2kD, entr

diminution du pourcentage molaire en polymère par rapport à la particule totale (Tableau A

effet, avec la différence de poids moléculaire entre ces deux types de polymère, il est nécessaire 

d’avoir une concentration massique de PEG 2kD plus

matière que celle obtenue avec les PEG+ 5kD (Tableau A

polymère totale, par rapport à la particule, correspond à une diminution de la quantité de tensio

actif, induisant alors un diamètre hydrodynamique plus élevé.

 

Tableau A-1. Mesure de la concentration molaire en polymère PEG par rapport à la particule totale : 

remplacement des PEG 2kD par des PEG+ 5kD (m/m) induit une diminution du pourcentage molaire total en 

PEG. 

 

Cependant, la charge globale de la particule n’est pas modifiée malgré l’apport de tensio

actifs cationiques. L’hypothèse émise est que la longueur importante de la chaîne polyéthylène du 

PEG+ 5kD entraîne un repliement, cachant ainsi la charge lors de la mesu

colloïdale de ces particules modifiées est garantie par un maintien du diamètre hydrodynamique et 

du potentiel zêta pendant un mois post

par le développement pharmaceuti

montrées). 

Ces formulations cLNPb modifiées ont ensuite été testées pour vérifier l’amélioration de la 

rétention suite à l’établissement d’une stratégie couche par couche (Figure A

Nous avons émis deux hypothèses pouvant expliquer cette évolution. Pour la première, les 

PEG+ 5kD utilisés possèdent 100 unités éthylène contrairement aux PEG 2kD neutres qui n’en 

possèdent que 40. Cette variation de taille pour le polymère utilisé peut engendrer l’évolution du 

diamètre hydrodynamique observée. Pour la seconde hypothèse, le remplacement des PEG 2kD 

par des PEG+ 5kD s’est effectué en fonction d’une concentration massique. Or, ces deux 

types de polymère possèdent un poids moléculaire différent ; ainsi, l’augmentation de la 

concentration massique en polymère PEG+ 5kD, au détriment du polymère 2kD, entr

diminution du pourcentage molaire en polymère par rapport à la particule totale (Tableau A

effet, avec la différence de poids moléculaire entre ces deux types de polymère, il est nécessaire 

d’avoir une concentration massique de PEG 2kD plus élevée pour obtenir la même quantité de 

matière que celle obtenue avec les PEG+ 5kD (Tableau A-1). Cette réduction de la quantité de 

polymère totale, par rapport à la particule, correspond à une diminution de la quantité de tensio

n diamètre hydrodynamique plus élevé. 

1. Mesure de la concentration molaire en polymère PEG par rapport à la particule totale : 

remplacement des PEG 2kD par des PEG+ 5kD (m/m) induit une diminution du pourcentage molaire total en 

ndant, la charge globale de la particule n’est pas modifiée malgré l’apport de tensio

actifs cationiques. L’hypothèse émise est que la longueur importante de la chaîne polyéthylène du 

PEG+ 5kD entraîne un repliement, cachant ainsi la charge lors de la mesure. Par ailleurs, la stabilité 

colloïdale de ces particules modifiées est garantie par un maintien du diamètre hydrodynamique et 

du potentiel zêta pendant un mois post-formulation, lors d’une conservation à 40°C recommandée 

par le développement pharmaceutique pour l’étude de vieillissement accéléré [5] (données non 

Ces formulations cLNPb modifiées ont ensuite été testées pour vérifier l’amélioration de la 

rétention suite à l’établissement d’une stratégie couche par couche (Figure A-8). Ainsi, les
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Nous avons émis deux hypothèses pouvant expliquer cette évolution. Pour la première, les 
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possèdent que 40. Cette variation de taille pour le polymère utilisé peut engendrer l’évolution du 
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concentration massique en polymère PEG+ 5kD, au détriment du polymère 2kD, entraîne une 

diminution du pourcentage molaire en polymère par rapport à la particule totale (Tableau A-1). En 

effet, avec la différence de poids moléculaire entre ces deux types de polymère, il est nécessaire 

pour obtenir la même quantité de 

1). Cette réduction de la quantité de 

polymère totale, par rapport à la particule, correspond à une diminution de la quantité de tensio-

 

1. Mesure de la concentration molaire en polymère PEG par rapport à la particule totale : le 

remplacement des PEG 2kD par des PEG+ 5kD (m/m) induit une diminution du pourcentage molaire total en 

ndant, la charge globale de la particule n’est pas modifiée malgré l’apport de tensio-

actifs cationiques. L’hypothèse émise est que la longueur importante de la chaîne polyéthylène du 

re. Par ailleurs, la stabilité 

colloïdale de ces particules modifiées est garantie par un maintien du diamètre hydrodynamique et 

formulation, lors d’une conservation à 40°C recommandée 

que pour l’étude de vieillissement accéléré [5] (données non 

Ces formulations cLNPb modifiées ont ensuite été testées pour vérifier l’amélioration de la 

8). Ainsi, les complexes 
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cLNPb modifiées/siARN ont été incubés durant différentes périodes dans le milieu de culture utilisé 

pour la transfection (voir protocole page 

les niveaux de rétention permis par les nano

polymère PEG+ 5kD est corrélée à une amélioration des taux de rétention des siARN, dans le milieu 

de culture utilisé pour la transfection. En effet, l’établissement de la stratégie couche par couche 

provoque une diminution de la quantité de siARN sous forme libre, notamment après 6 heures 

d’incubation dans le milieu de culture complet (Figure A

comprenant uniquement des PEG 2kD entraine un relargage pouvant aller jusq

particules contenant 100% de PEG+ 5kD 

A-8). 

 

Figure A-8. Amélioration de la rétention des siARN sur cLNPb par une stratégie layer

siARN relarguée diminue avec l’augmentation de PEG+ dans la formulation de la particule (n=5).

 

cLNPb modifiées/siARN ont été incubés durant différentes périodes dans le milieu de culture utilisé 

pour la transfection (voir protocole page 140). La présence de siARN sous forme libre démontre alors 

les niveaux de rétention permis par les nanovecteurs testés. L’augmentation de la concentration en 

polymère PEG+ 5kD est corrélée à une amélioration des taux de rétention des siARN, dans le milieu 

de culture utilisé pour la transfection. En effet, l’établissement de la stratégie couche par couche 

une diminution de la quantité de siARN sous forme libre, notamment après 6 heures 

d’incubation dans le milieu de culture complet (Figure A-8) : alors qu’une formulation cLNPb 

comprenant uniquement des PEG 2kD entraine un relargage pouvant aller jusqu’à 40% des siARN, les 

particules contenant 100% de PEG+ 5kD permet une rétention de 98% des siARN complexés (Figure 

8. Amélioration de la rétention des siARN sur cLNPb par une stratégie layer-by

inue avec l’augmentation de PEG+ dans la formulation de la particule (n=5).
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cLNPb modifiées/siARN ont été incubés durant différentes périodes dans le milieu de culture utilisé 
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vecteurs testés. L’augmentation de la concentration en 

polymère PEG+ 5kD est corrélée à une amélioration des taux de rétention des siARN, dans le milieu 

de culture utilisé pour la transfection. En effet, l’établissement de la stratégie couche par couche 

une diminution de la quantité de siARN sous forme libre, notamment après 6 heures 

: alors qu’une formulation cLNPb 

u’à 40% des siARN, les 

une rétention de 98% des siARN complexés (Figure 

 

by-layer : la quantité de 

inue avec l’augmentation de PEG+ dans la formulation de la particule (n=5). 
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Ces expériences effectuées sur la coquille des nanoparticules cLNPb, afin d’amélioration la 

rétention des siARN notamment, peut être considérée comme une preuve de concept concernant les 

possibilités d’ingénierie de surface. Le greffage d’autres molécules à la surface des particules peut 

être envisagé, telles que des polymères (chitosan [6], dextran [7],…) ou des peptides (polyarginine 

[8], proline [9], …), afin d’améliorer les propriétés du nanovecteur. En effet, il a été rapporté au cours 

du chapitre II que des peptides de type CPP peuvent améliorer les étapes d’internalisation au sein 

des cellules, tandis que des polymères synthétiques cationiques augmentent les caractéristiques 

d’échappement endosomal. En outre, des molécules d’adressage telles que des anticorps peuvent 

également être envisagées dans une stratégie de ciblage actif de cellules spécifiques. 

Néanmoins, des tests complémentaires nécessitent d’être effectués afin de vérifier si ces 

modifications n’entravent pas les efficacités de transfection fonctionnelle, notamment lors de 

l’internalisation des complexes, des mécanismes d’échappement endosomal et/ou de relargage des 

siARN dans le compartiment cytoplasmique. 
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ANNEXE 4. Information complémentaire sur l’imagerie 

hyperspectrale 

1. Principe de l’imagerie hyperspectrale

Tout matériau émet un rayonnement caractéristique qui peut être représenté par sa 

luminance en fonction de la longueur d’onde. Cette donnée caractéristique du matériau constitue sa 

signature spectrale. La spectro-

pixel de l’image sur un intervalle de longueur d’onde défini. Le but est d’acquérir une pile d’images 

dans plusieurs bandes spectrales plus ou moins étroites et adjacentes à l’intérieur de l’intervalle 

spectral d’intérêt. Ainsi, à une image

(x, y, λ) où λ représente la longueur d’onde (nm). On parle alors d’image

3). 

 

Figure A-9. Principe de l’imagerie hyperspectrale : 

longueurs d’onde d’un intervalle défini.

 

L’image cube est dite «

inférieur à dix et « hyperspectrale

continus pour chaque pixel de l’image reconstruite

ANNEXE 4. Information complémentaire sur l’imagerie 

Principe de l’imagerie hyperspectrale 

matériau émet un rayonnement caractéristique qui peut être représenté par sa 

luminance en fonction de la longueur d’onde. Cette donnée caractéristique du matériau constitue sa 

-imagerie consiste à acquérir simultanément le sp

pixel de l’image sur un intervalle de longueur d’onde défini. Le but est d’acquérir une pile d’images 

dans plusieurs bandes spectrales plus ou moins étroites et adjacentes à l’intérieur de l’intervalle 

spectral d’intérêt. Ainsi, à une image en deux dimensions (x, y) est ajoutée une troisième dimension 

ésente la longueur d’onde (nm). On parle alors d’images spectrale

9. Principe de l’imagerie hyperspectrale : Chaque pixel d’une image est analysé suivant toutes les 

longueurs d’onde d’un intervalle défini. 

L’image cube est dite « multispectrale » pour un nombre de bandes spectrales mesurées 

hyperspectrale » pour un nombre de bandes supérieur à dix. Une fois les spectres

ue pixel de l’image reconstruite, l’identification d’un matériau particulier dans  la 
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ANNEXE 4. Information complémentaire sur l’imagerie 

matériau émet un rayonnement caractéristique qui peut être représenté par sa 

luminance en fonction de la longueur d’onde. Cette donnée caractéristique du matériau constitue sa 

imagerie consiste à acquérir simultanément le spectre de chaque 

pixel de l’image sur un intervalle de longueur d’onde défini. Le but est d’acquérir une pile d’images 

dans plusieurs bandes spectrales plus ou moins étroites et adjacentes à l’intérieur de l’intervalle 

en deux dimensions (x, y) est ajoutée une troisième dimension 

spectrales cubes (Figure A-
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zone étudiée peut alors être réalisée si la signature spectrale de ce dernier est connue. Dans le cadre 

de notre étude, une image a été capturée tous les deux nanomètres sur un intervalle de 400 à 1000 

nm, soit une compilation de 300 images monochromatiques permettant de définir le spectre de 

chaque pixel. 

 

2. Étude de l’internalisation des cLNP 

L’objectif est d’étudier une solution de nanoparticules et d’identifier leurs spectres 

caractéristiques. Ensuite, après une incubation de ces nanoémulsions sur les cellules, les spectres de 

chaque pixel sont définis et comparés aux spectres caractéristiques des nanoparticules en solution, 

ceci afin de déterminer la quantité de nanoparticule n’ayant pas été internalisée. 

L’identification des spectres caractéristiques des nanoémulsions internalisées est 

cependant plus complexe : leur nature lipidique induit une modification de leur structure au cours de 

l’internalisation, en particulier une fois dans les vésicules endosomales où des variations des pH ont 

lieu. Ainsi, la stratégie la plus logique pour repérer les nanoparticules à l’intérieur des cellules 

consiste à établir les spectres des cellules non traitées, puis analyser les variabilités spectrales 

induites par l’incubation des nanoparticules. 

 

2.1. Complément d’information sur l’internalisation de cLNPb 

Les nanoparticules de type cLNPb, possédant un diamètre hydrodynamique supérieur 

(environ 73 nm), permettent une étude plus facile que les cLNPa par ce procédé. En premier lieu, des 

images des cLNPb en solution ont été prises dans les 300 bandes spectrales prédéfinies afin d’établir 

un spectre caractéristique à partir des spectres obtenus (Figure A-4). Ces données autorisent une 

identification des cLNPb non-internalisées lors de l’incubation avec les cellules PC3 (en vert sur les 

photographies). Ensuite, différents spectres sont issus des images de cellules incubées 30 minutes ou 

120 minutes en présence de cLNPb (Figure A-4). Après soustraction des signatures spectrales des 

cellules seules, il est possible de définir les spectres caractéristiques de cLNPb après 30 minutes 

(rouge) ou 120 minutes (blanc) d’incubation. Les analyses démontrent d’ailleurs que ces deux 

signatures spectrales présentent un profil relativement proche l’un de l’autre (Figure A-4). Une fois 

ces signatures définies, chaque pixel peut être analysé, et ceux présentant un spectre caractéristique 

des particules incubées sont identifiés (en rouge sur les photographies). 
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Cette méthode a ainsi pu permettre d’évaluer une internalisation croissante des cLNPb 

dans les cellules PC3 au cours du temps. Cette information est renforcée par une faible présence de 

cLNPb en solution sur les photographies étudiées.

 

Figure A-10. Internalisation des cLNPb par imagerie hyperspectrale : 

solution (vert), après 30 minutes (rouge) ou 120 minutes (blanc) d’incubation sont déterminées en haut à 

gauche. Ces données sont issues de l’analyse d

trois conditions citées précédemment (en haut à droite). L’identification des spectres caractéristiques permet de 

vérifier la présence de cLNPb au niveau de chaque pixel des photographies ét

 

 

Cette méthode a ainsi pu permettre d’évaluer une internalisation croissante des cLNPb 

dans les cellules PC3 au cours du temps. Cette information est renforcée par une faible présence de 

cLNPb en solution sur les photographies étudiées. 

10. Internalisation des cLNPb par imagerie hyperspectrale : les signatures spectrales des cLNPb en 

solution (vert), après 30 minutes (rouge) ou 120 minutes (blanc) d’incubation sont déterminées en haut à 

gauche. Ces données sont issues de l’analyse des représentations spectrales de plusieurs images prises dans les 

trois conditions citées précédemment (en haut à droite). L’identification des spectres caractéristiques permet de 

vérifier la présence de cLNPb au niveau de chaque pixel des photographies étudiées. 
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Cette méthode a ainsi pu permettre d’évaluer une internalisation croissante des cLNPb 

dans les cellules PC3 au cours du temps. Cette information est renforcée par une faible présence de 

 

 

les signatures spectrales des cLNPb en 

solution (vert), après 30 minutes (rouge) ou 120 minutes (blanc) d’incubation sont déterminées en haut à 

es représentations spectrales de plusieurs images prises dans les 

trois conditions citées précédemment (en haut à droite). L’identification des spectres caractéristiques permet de 
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2.2. Complément d’information sur l’internalisation de cLNPa 

Pour l’étude des cLNPa, l’imagerie hyperspectrale s’avère plus limitée de par le faible 

diamètre hydrodynamique (environ 43 nm) corrélé à une structure proche de la composition des 

cellules. Néanmoins, l’expertise offerte par l’entreprise Cytoviva a permis d’obtenir des résultats 

préliminaires quant à l’identification de cLNPa dans les cellules (Figure A-5). 

Le principe est exactement le même que pour cLNPb, avec tout d’abord une identification 

du spectre caractéristique des nanoparticules cLNPa en solution (vert) à partir des données 

spectrales issues des photographies de particules seules. Concernant l’identification de cLNPa dans 

les particules, des temps d’incubation plus longs ont été effectués en raison de la difficulté de 

l’extraction de la signature spécifique de cLNPa par rapport aux spectres caractérisant les cellules. Il 

semble que seule un regroupement de ces particules puissent offrir une luminance suffisante pour 

leur identification. En dépit de ces difficultés, des spectres caractérisants cLNPa après 120 minutes 

(jaune) ou 360 minutes (blanc) d’incubation ont pu être isolés comme décrit précédemment. De 

cette manière, chaque pixel a pu être analysé afin d’attribuer la présence ou non de cLNPa. 

Contrairement à cLNPb, les spectres de cLNPa incubés dans les cellules à différents temps 

présentent un profil très différent, prouvant la nécessité d’autant plus importante de recaractériser 

les signatures spectrales avant d’évaluer la présence des cLNPa au niveau de chaque pixel. 

Néanmoins, le profil spectral de cLNPa dans les cellules observées après 120 minutes d’incubation 

reste similaire aux profils observés avec cLNPb dans les mêmes conditions. La différence analysée 

après 360 minutes peut alors être attribuée à un changement majeur de la structure des cLNPa dans 

la cellule, notamment en raison de leur présence dans les vésicules d’endocytose. 

En observant attentivement les photographies (Figure A-5), après 120 minutes 

d’incubation, les nanoparticules cLNPa semblent être regroupées dans des compartiments au sein 

des cellules. Cette observation coïncide avec l’hypothèse d’un cloisonnement dans les vésicules 

d’endocytose. Cependant, après 360 minutes, en plus d’un regroupement particulaire dans certaines 

vésicules, les cellules présentent une distribution des cLNPa dans l’ensemble de la cellule. Ces 

données pourraient alors indiquer un échappement endosomal des particules cLNPa. Cet 

échappement dû au pouvoir endosomolytique du DOTAP et/ou à l’activité fusogène du DOPE conduit 

à un relargage au niveau du compartiment cytoplasmique et à un changement dans la signature 

spectrale des cLNPa, comme observé précédemment.  

Ainsi, l’imagerie hyperspectral permet de déterminer la présence ou non de nanoparticules 

lipidiques dans les cellules, et ceci sans marquage au préalable. De plus, il est possible d’obtenir un 
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outil supplémentaire dans l’étude de la cinétique de distribution des nanoparticules, non seulement 

par l’observation des modifications de l

l’identification des pixels exprimant cette signature sur la photographie.

 

Figure A-11. Internalisation des cLNPa par imagerie hyperspectrale : 

solution (vert), après 120 minutes (jaune) ou 360 minutes (blanc) d’incubation sont déterminées en haut à 

gauche. Ces données sont issues de l’analyse des représentations spectrales de plusieurs images prises dans les 

trois conditions citées précédemment (en haut à

vérifier la présence de cLNPa au niveau de chaque pixel des photographies étudiées.

 

 

outil supplémentaire dans l’étude de la cinétique de distribution des nanoparticules, non seulement 

par l’observation des modifications de la signature spectrale de celles-ci, mais également par 

l’identification des pixels exprimant cette signature sur la photographie. 

11. Internalisation des cLNPa par imagerie hyperspectrale : les signatures spectrales des cLNPa en 

(vert), après 120 minutes (jaune) ou 360 minutes (blanc) d’incubation sont déterminées en haut à 

gauche. Ces données sont issues de l’analyse des représentations spectrales de plusieurs images prises dans les 

trois conditions citées précédemment (en haut à droite). L’identification des spectres caractéristiques permet de 

vérifier la présence de cLNPa au niveau de chaque pixel des photographies étudiées. 
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outil supplémentaire dans l’étude de la cinétique de distribution des nanoparticules, non seulement 

ci, mais également par 

 

 

les signatures spectrales des cLNPa en 

(vert), après 120 minutes (jaune) ou 360 minutes (blanc) d’incubation sont déterminées en haut à 

gauche. Ces données sont issues de l’analyse des représentations spectrales de plusieurs images prises dans les 

droite). L’identification des spectres caractéristiques permet de 
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