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Nouvelle stratégie pour vectorisation d'ARN

dans des cellules de mammiféres.
Utilisation d'un vecteur peptidique

Efficient RNA delivery into non-transformed mammalian cells

by using a peptide vector

PIERRE VIDAL*, MAY CATHERINE MORRIS*, LAURENT CHALOIN, FREDERIC HEITZ, GILLES DIVITA**

Centre de recherches de biochimie macromoléculaire, URS 155 CNRS, BP 5051, 1919, route de Mende, 34033 Monipellier cedex 1, France

RESUME

Le probléme majeur rencontré lors du transfert de géne et/ou d'oligonucléotides dans les cellules
de mammiferes tient 2 la faible perméabilité des cellules aux acides nucléiques. Dans ce travail
nous avons développé une nouvelle stratégie pour la vectorisation d'acides nucléiques, basée sur
I'utilisation d'un peptide court (MPG) associant les propriétés d'une séquence de fusion dérivant
de la protéine gp41 de VIH avec celle d'une séquence de signalisation nucléaire dérivant de I'anti-
gene T de SV40. Ce vecteur peptidique diffuse rapidement dans les fibroblastes humain (HS-68)
en culture, avec une localisation majoritairement nucléaire en moins de trois minutes. MPG
présente une forte affinité pour 'ARNm codant pour la sous-unité de 66 kDa de la transcriptase
inverse du VIH (Kd = 100 nM). La formation du complexe peptide/acide nucléique se fait majo-
ritairement par des interactions électrostatiques impliquant les résidus basiques du pepride et les
charges négatives des groupements phosphates de ' ARN. Ce vecteur permet a lui seul de transférer
rapidement (1 h) et avec un rendement supérieur 4 80 % cet ARNm dans des fibroblastes en
culture. De plus, MPG n'affecte pas la traduction de 'ARNm cransféré et présente 1'avantage
d'étre non cytotoxique aux concentrations utilisées pour le transfert d’ARN. Ce nouveau vecteur
constitue un excellent outil pour développement du transfert de génes.

Mols clés : vectorisation, transfert de géne, ARN, VIH, peptide vecteurs

ABSTRACT

A major barrier for gene delivery is the low permeability of nucleic acids to cellular membranes. The
development of antisenses and gene therapy bas focused mainly on improving methods of oligonucleotide
or gene delivery to the cell. In this report we described a new stravegy for RNA cell delivery, based on a
short single peptide. This peptide vector is derived from both the fusion domain of the gp41 protein of
HIV and the nuclear localization sequence of the SV40 large T antigen. This peptide vector localizes
rapidly to the cytoplasm then to the nucleus of human fibroblasts (HS-68) within a few minutes and
exhibits a high affinity for a single-stranded mRNA encoding the p66 subunit of the HIV-1 reverse
transcriptase (in a 100 nM range). The peptide/RNA complex formation involves mainly electrostatic
interactions between the basic residues of the peptide and the charges on the phosphate group of the
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RNA. In the presence of the peptide-vector fluorescently-labelled mRNA is delivered into the cytoplasm
of mammalian cells (HSG8 human fibroblasts) in less than 1 h with a relatively high efficiency (80 %).
This new concept based on a peptide-derived vector offers several advantages compared to other
compounds commonly used in gene delivery. This vector is highly soluble and exhibits no cytotoxicity at
the concentrations used for optimal gene delivery. This result clearly supports the fact that this peptide
vector is 4 powerful tool and that it can be used widely, as much for laboratory research as for new appli-

cations and development in gene and/or antisense therapy.

Key words: gene delivery, HIV, RNA, peptide vector

Abridged version (see p. 286)

Introduction

Le transfert d'oligonucléotides ou de génes dans les cellu-
les constitue un moyen puissant d'une part pour com-
prendre la fonction ainsi que la régulation de I'expression
des genes et d'autre part, pour accéder a des thérapies
géniques [1, 2]. Cependant son utilisation reste encore
restreinte du fait de plusieurs exigences : i) le passage a
travers les barrieres membranaires, ii) la présence de I'oli-
gonucléotide ou de l'acide nucléique en concentration
suffisante pour son interaction avec sa cible cellulaire, iii)
le maintien de I'intégrité et de la stabilité de l'acide
nucléique transféré dans les cellules et iv) la sélectivité
vis-a-vis d'une cible ou du compartiment cellulaire [1-3].
A ce jour, bien qu'un large éventail de méthodes ait été
proposé pour faciliter la pénétration d'acides nucléiques
dans les cellules de mammiféres, les vecteurs viraux, du
fait de leur efficacité, restent encore les principaux outils
utilisés pour le transfert de geénes in vivo et en thérapie
génique [3]. lls présentent cependant un certains nombre
d'inconvénients tels que des risques de pathogénicité ou
de complications immunologiques. Dans le but de palier
ces problémes, un important effort est consenti pour
développer des technologies non virales. Deux types
d'approches ont été principalement proposées : i) les lipi-
des cationiques tel que le DOGS (dioctadecylamido
glycylspermine) [4] ou la Lipofectamine™ et la Cytofec-
tine™ [5-71, ii} les polymeres formant des complexes
avec le DNA comme les poly-L-lysine [8, 9], protamine et
polyethylenimine qui présentent un fort potentiel de
charge cationiques [10, 11]. Ces méthodes présentent
plusieurs avantages par rapport aux vecteurs viraux : elles
sont peu contraignantes en ce qui concerne la taille de
I'acide nucléique, et les vecteurs utilisés peuvent étre syn-
thétisés en grande quantité et sont simples d'utilisation.
De plus les risques de pathogénicité et de complications
immunologiques sont fortement réduits. Toutefois, elles
restent moins efficaces que les vecteurs viraux et leur uti-
lisation présente des limitations : i) ces agents sont sensi-
bles a la présence de sérum, ii) les rendements de
transfection sont variables en fonction des lignées cellu-
laires utilisées et iii) ils présentent dans certains cas une
cytotoxycité importante [7].
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Dans ce travail nous proposons une nouvelle approche
pour le transfert de géne dans les cellules de mammifeéres
en culture. Cette stratégie est basée sur I'utilisation d'un
peptide court associant les propriétés d'un peptide de
fusion a celle d'un signal de localisation nucléaire. Gotts-
chalk et al. ont démontré que I'association d'un peptide
comportant plusieurs « clusters » de lysines, avec des pep-
tides favorisant le relargage au niveau des endosomes per-
mettait le transfert d'ADN dans la cellule [13]. Le vecteur
peptidique que nous avons développé se complexe avec
les acides nucléiques par l'intermédiaires d'interactions
électrostatiques. Il permet a lui seul de transférer, avec un
fort rendement des ARNm dans des fibroblastes humains
en culture qui sont ensuite rapidement traduits dans la
cellule. Ce vecteur a été développé dans le cadre précis
du développement d'inhibiteurs de la transcriptase
inverse du VIH [14], en transférant un ARNm codant pour
une sous-unité de cette enzyme. Parallélement, la traduc-
tion des ARNSs transfectés a été suivie & I'aide d'un gene
raporteur codant pour la luciferase de Renilla reniformis.

Matériel et méthodes

Synthése et purification des peptides

Le peptide (MPG) de séquence « G-A-L-F-L-G-F-L-G-A-A-
G-S-T-M-G-A-W-S-A-P-K-S-K-R-K-V-Cya » a été synthé-
tisé en phase solide sur un synthétiseur 9050 Pepsyntheti-
zer Milligen (Millipore, Royaume-Uni) avec une résine
Expansin fonctionnalisée par un groupement aminoethy!
dithio acide 2-isobutyrique compatible avec la stratégie
Fmoc [15]. Aprés coupure du peptide de la résine, ce
groupement donne naissance a une fonction cystéamide
(Cya) portée par ['extrémité C-terminale. Le peptide a été
purifié par HPLC semi-préparative, il est élué avec 35 %
d'acétonitrile dans 1 % de TFA, avec un débit de
5 mL/min. Le peptide a été caractérisé par spectrométrie
de masse en électrospray et analyse d'acides aminés. Afin
de suivre le devenir cellulaire du peptide MPG libre, nous
avons couplé covalemment au peptide en position C-ter-
minale un colorant, le jaune Lucifer, par l'intermédiaire
du groupement réactif cystéamide comme précédemment
décrit [16].
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Préparation des polyribonucléotides

Les ARNs utilisés pour les expériences d'interaction et de
transfection cellulaire codent respectivement pour la
sous-unité catalytique (p66) de la transcriptase inverse du
virus d'immunodéficience humain (VIH) [17] et pour la
luciferase de Renilfa reniformis [18] dérivant du vecteur
d'expression eucaryote pRL-5V40 [19]. Les ARNm corres-
pondant (1,4 et 1,6 Kbases, respectivernent) sont synthéti-
sés par expression sous controle du promoteur de la
polymérase T7. lls sont purifiés selon les protocoles stan-
dard, par précipitation au LiCl suivie d'une précipitation
a I'éthanol [20]. Le dérivé fluorescent de ['ARNm codant
pour la sous-unité p66 de la reverse transcriptase est pré-
paré selon la-méme méthode a partir de ribonucléotides
fluorescents [21].

Spectroscopie de fluorescence

Les mesures de fluorescence ont été effectuées sur un
spectofluorimetre SPEX Il (Jobin Yvon) a 25 °C dans un
tampon contenant 17 mM KH,PO,, 5 mM Na,HPO,,
150 mM NaCl, pH 7,5. Afin de limiter les effets de filtre
associés a la présence d'acides nucléiques, la fluores-
cence du tryptophane de MPG est excitée a 295 nm et le
spectre d'émission est enregistré entre 310 et 410 nm. Les
spectres d'émissions obtenus sont corrigés en fonction
des parameétres du fluorimétre et du facteur de dilution
[22]. Les titrations sont effectuées a partir d'une concen-
tration fixe de MPG (5 107° M) non marqué avec le jaune
Lucifer et des concentrations croissantes d'ARNm (0 a
4 nM). L'analyse des courbes de titration est effectuée a
I'aide d'équation quadratique avec le programme Grafit
(Erithacus Software Ltd) comme précédemment définie
[23].

Cultures et localisation cellulaires

Les fibroblastes humains HS 68 sont cultivés dans le
milieu DMEM (Dulbecco's modifiée Eagle's medium)
avec 10 % de sérum de veau foetal, pénicilline/streptomy-
cine et glutamine a 37 °C puis ensemencées sur des lames
couvre-objet en verre et incubées jusqu'a 75 % de con-
fluence. Pour les expériences de localisation cellulaire, le
peptide MPG marqué (0,5 107 M) en position C-termi-
nale avec le jaune lucifer est incubé directement sur les
cellules pendant 1 a 3 min a 37 °C. Pour les expériences
de vectorisation d'ARN, les complexes MPG/ARNm fluo-
rescents sont préalablement formés dans du tampon PBS
en utilisant des concentrations respectives de 1,1071% M
(ARN) et 0,5 107> M (MPG). Les fibroblastes sont ensuite
incubés de 30 min a 2 h, en présence de ces complexes
MPG/ARNm fluorescent ou non, dans du milieu de cul-
ture contenant 10 % de sérum. Dans les deux cas, les
lames couvre-objet sont ensuite rincées et les cellules
fixées comme définie précédemment [24]. Les cellules
sont observées par microscopie confocale, [25] ou par
microscopie de fluorescence [26]. Les expériences de
contrdle de la vectorisation d'ARN ont été effectuées en
utilisant la méthode de transfection par des lipides catio-
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niques, Lipofectamine™ [5, 6] selon le protocole com-
mercial. La traduction de I'ARN transfecté est suivie par
I'expression d'ARN reporteur codant pour la luciférase de
Renilla reniformis [18, 19]. L'ARN correspondant est
transfecté en présence de MPG pendant 1 h, les cellules
sont ensuite rincées deux fois avec du milieu de culture
contenant 10 % de sérum et maintenues dans ce milieu
de culture pendant 48 h. Les cellules sont lysées, centrifu-
gées et l'activité luciférase est mesurée 4, 6, 8 et 12 h
apreés la transfection avec MPG, en utilisant le KIT Dual
Luciférase [19].

Résultats et discussion

Conception du peptide vecteur MPG

Lors de la vectorisation de génes ou d'oligonucléotides
dans les cellules, la difficulté majeure réside dans la faible
perméabilité des membranes cellulaires aux acide nucléi-
ques. Afin de contourner cet obstacle, nous avons élaboré
un peptide vecteur (MPG), sur la base des criteres sui-
vants : ce peptide doit i) comporter une séquence hydro-
phobe facilitant le franchissement des barriéres membra-
naires, ii) posséder une séquence hydrophile chargée
positivement afin de favoriser les interactions électrostati-
ques avec les oligonucléotides au niveau des groupe-
ments phosphates, iii) les deux séquences doivent étre
séparées par une séquence de liaison augmentant leur
flexibilité et dont la présence est indispensable pour
induire une localisation intracellulaire du peptide. En
conséquence, nous avons congu un peptide MPG de
27 résidus « G-A-L-F-L-G-F-L-G-A-A-G-S-T-M-G-A-W-S-
Q-P-K-5-K-R-K-V-Cya », qui comporte deux domaines
distincts : i) un domaine hydrophobe en position N-termi-
nale « G-A-L-F-L-G-F-L-G-A-A-G-5-T-M-G-A » dérivant
de la séquence de fusion de la protéine membranaire
gp41 du VIH [26, 27], qui est indispensable a la fusion
entre |'enveloppe du virus et la membrane des cellules
flymphocytaires et ii) un domaine hydrophile en position
C-terminale « P-K-S-K-R-K-V », dérivant du peptide signal
responsable de I'adressage nucléaire du virus SV40 [28,
29]. Ces deux domaines sont séparés par une courte
séquence « W-S-Q », comportant un résidu tryptophane
qui est une excellente sonde fluorescente intrinséque.
L'extrémité N-terminale du peptide a été acétylée afin
d'augmenter son profil d'hydrophobicité et donc de faci-
liter sa pénétration dans le milieu lipidique membranaire.
La synthése du peptide et |'acétylation de ['extrémité N-
terminale sont effectuées directement sur la résine Expan-
sin. Le peptide est ensuite purifié par HPLC semi-prépara-
tive en phase inverse avec un rendement de 70 % et
identifié par spectroscopie de masse en electrospray par
une valeur de masse mesurée de MH* avec m/z = 2 864
(théorique : 2 867). Le peptide comporte un groupement
réactif (fonction S-H du groupement cystéamide) permet-
tant ainsi le greffage post-synthése d'un chromophore ; le
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jaune Lucifer, qui servira de marqueur pour visualiser le
peptide libre dans les cellules.

Localisation cellulaire du peptide vecteur MPG

Le routage et la localisation cellulaire du peptide vecteur
MPG ont été suivis sur des fibroblastes humain (HS 68)
en utilisant un peptide marqué covalemment a I'extrémité
C-terminale avec le jaune Lucifer (figure 1). La forme libre
du jaune Lucifer est rapidement internalisée et pré-
sente  une localisation majoritairement périnucléaire
(figure 1 A/B). Au contraire, lorsque le chromophore est
fixé sur le peptide MPG, il diffuse rapidement dans la
cellule et présente un localisation majoritairement
nucléaire (figure 1 E/F). L'étude de la cinétique de péné-
tration de MPG démontre que le vecteur diffuse rapide-
ment a travers la membrane plasmique, aprés un temps
d'incubation de 1 min, il se retrouve aussi bien dans le
noyau que dans la membrane plasmique des cellules
(figure 1C/D). En revanche, pour des temps d'incubation
plus long (3 min), un fort pourcentage du peptide
présente une localisation nucléaire (figure 1E/F). Cette
diffusion rapide vers le noyau du peptide est une consé-

quence directe de la présence du groupement NLS en
postion C-terminale.

Etude de la formation des complexes MPG/ARNm
par fluorescence intrinséque

Le peptide MPG comporte un seul résidue Trp18, qui lui
confeére une importante fluorescence intrinséque, avec un
maximum d'émission centré a 340 nm (figure 2A), indi-
quant que le résidu Trp n’est pas totalement exposé 2 la
phase aqueuse [30] et que le peptide est partiellement
structuré dans le tampon utilisé pour les expériences
d'association avec I'ARN. Nous avons utilisé cette sonde
intrinséque pour étudier et quantifier les interactions entre
MPG et I' ARNm codant pour la sous-unité catalytique de
la transcriptase inverse du VIH (1,4 Kb). La fixation
d'ARNm sur MPG entraine une atténuation de 23 % de la
fluorescence intrinséque, sans toutefois induire de dépla-
cement du spectre d'émission (figure 2A). Ces résultats
démontrent que la fixation d'ARN n’affecte pas directe-
ment |'environnement du Trp, mais que |'atténuation de
fluorescence serait majoritairement associée a une inte-
raction directe avec I'acide nucléique. Les courbes de
titration obtenues (figure 2B) sont identiques pour les

Figure 1, Localisation cellulaire du peptide vecteur MPG.

La localisation cellulaire du peptide vecteur MPG a été effectuée sur des fibroblastes humain (HS-68). Le vecteur MPC comporte une molécule
de jaune Lucifer covalemment accrochée en position C-terminale par I'intermédiaire du groupement cystéamide. Les cellules sont observées par
microscopie confocale et les noyaux ont été révélés par marquage au Hoechst 33258. A : Localisation cellufaire de la forme libre du jaune Lucifer.
Cet E : localisation cellulaire du peptide vecteur MPG fluorescent apres respectivement 1 et 3 min d'incubation sur les cellules maintenue dans
du milieu de culture avec 10 % de sérum. B, D, F : Contréle de localisation des noyaux par marquage au Hoechts 33258.
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ARNs non fluorescents et marqués avec la fluorescéine,
suggérant que les groupements fluorescents fixés sur
I'ARN ne modifie pas son interaction avec MPG. Ces
résultats valident |'utilisation d'un tel marquage fluores-
cent de I'ARN pour sa localisation cellulaire [18]. La satu-
ration de MPG (5 10® M) est obtenue, pour une
concentration d'ARN 4 000 fois plus faible, ce qui nous
permet d'estimer un nombre de peptides vecteurs pré-
sents par molécule d'’ARN de I'ordre de 4 000. Cette
valeur est 13 fois supérieure a celle calculée (~ 300) en

Nouvelle stratégie pour vectorisation d' ARN

tenant compte uniquement du rapport des charges acces-
sibles entre les groupements phosphates de I'ARN et les
différents résidus chargés de MPG qui sont au total de 4
(3 Lys et 1 Arg). En conséquence, la formation du com-
plexe MPG/ARN serait due, d'une part, 4 des interactions
électrostatiques entre MPG et l'acide nucléique qui
engendrerait dans un deuxiéme temps la formation de
contacts peptide/peptide. Au contraire, en absence
d'ARN, aucune interactions peptide/peptide n'a pu étre
mise en évidence dans les gammes de concentration de

Figure 2. Ftude par fluorescence de P'inter-
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sous-unité p66 de la transcriptase inverse de
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d'émission du peptide MPG (0.5 uM) en
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saturante d'ARNm (4 nM). B : Courbes de
titration de MPG par I'ARNm. Une concen-
tration de MPG (5 1075 M) est titrée par des
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d'ARN fluorescent (o). la fluorescence du
tryptophane de MPC est excitée a 295 nm et
les spectres d'émission sont intégrés entre
310 et 410 nm. Les différentes mesures sont
corrigées et analysées comme décrit dans
Matériel et méthodes.
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107 2 107* M, confirmant que ces interactions pep-
tide/peptide sont bien conséquente de la fixation de
I'ARN. Le peptide MPG présente une forte affinité pour
I'ARN étudié avec une constante de dissociation appa-
rente de 1,2 107 M calculée  partir de I'analyse quadra-
tique des courbes de titration en estimant que 4 000
molécules de peptides sont fixés sur une molécule
d'ARNm.

Transfert d'ARNm dans des cellules de mammiféres
par le vecteur MPG

La potentialité de MPG a transférer des acides nucléiques
dans des cellules de mammiféres non transtormées (fibro-
blastes humain HS-68) a été étudié en utilisant un dérivé
fluorescent de I'ARN codant pour la sous-unité p66 de la
transcriptase inverse. Parallelement, nous avons comparé
cette nouvelle stratégie a la méthode classiquement utili-
sée pour le transfert de gene, les lipides cationiques
comme la lipofectamine™ [5, 6]. L'ARN fluorescent est
transporté dans le cytoplasme par la lipofectamine™.
Dans ce cas, un rendement maximal de transfection de
50 % a été obtenue aprés un minimum de 5 h de transfec-
tion dans du milieu dépourvue de sérum. Lors de la trans-
fection avec le vecteur MPG, I'ARN fluorescent est
préalablement associé au peptide MPG dans un rapport
de 1/2 000 (ARN/vecteur) dans du tampon PBS. Le com-
plexe MPG/ARN préformé est ajouté directement au
milieu de culture des cellules (contenant 10 % de sérum).
Comme le démontre la présence de « spots » fluorescents
dans les cellules (figure 3C/E), I'ARN-fluorescent est rapi-
dement transporté vers le cytoplasme. L'étude de la ciné-
tique de transfert de I'ARN par MPG mantre que pour des

A

temps de transfection inférieurs a 30 min le transfert n’est
pas total, une partie de la fluorescence restant membra-
naire. Au contraire, apres 1 h, I'ARN est totalement dans
le cytoplasme avec un nombre de cellules transfectées
supérieure a 90 % (figure 3 E). L'absence de fluorescence
dans le noyau apres des temps courts (< 30 min) qui cor-
respondrait a des fluorophores libérés par dégradation de
I'ARN suggére que la présence du vecteur MPG protege
I'ARN contre la dégradation. Au contraire, en absence de
MPG, aucune fluorescence n’est détectée dans les cellu-
les confirmant que I'ARN seul est incapable de pénétrer
dans les cellules (figure 3A).

Mesure de l'expression des ARNm transfectés par le MPG

Le peptide vecteur MPG permet un transfert physique
d'ARNm dans les cellules en 1 h. Dans cette derniére par-
tie I'expression de I'ARNm transféré par MPG a été étu-
diée en utilisant un ARNm codant pour la luciferase de
Renilla reniformis [18, 19] Le complexe MPG/ARN pré-
formé dans un rapport de 1/1 000 a été mis au contact de
cellules [HS-68) en culture pendant 1 h. Les cellules sont
ensuite rincées et incubées dans du mileu de culture con-
tenant 10 % de sérum et I'activité luciférase a été mesurée
apres 4, 6, 8, 10 et 12 h de culture {figure 4). L'analyse des
résultats révele une importante expression de I'ARN qui
est optimale aprés seulement 6 h, au lieu de 12 h dans le
cas du contréle avec la lipofectamine™. L'activité lucifé-
rase normée par rapport a la concentration en protéine est
deux fois plus importante dans le cas de transfection avec
MPG, qui est en parfait accord avec les rendements obser-
vés par transfert d'ARN fluorescent. Ces résultats confir-
ment que |'ARN tranfecté avec le peptide vecteur MPG est

-

Figure 3. Vectorisation d'ARN par le vecteur MPG dans des fibroblastes humain.

Lle complexe ARN/MPG est préformé comme définie dans Matériel et méthodes, et la localisation cellulaire de I'ARN fluorescent est suivie par
microscopie optique a fluorescence. A : Contréle négatif, en absence de MPG aucune transfection d'’ARN est observée. C et E : Transfection
d'ARN en présence MPG aprés respectivement 1 et 2 h d'incubation directement sur les cellules en culture. B, D et F : Localisation des noyaux
par marquage avec le Hoechst 33258.
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I Figure 4. Cinétique d'expression d'un
ARNm transfecté par MPG.

L'ARNm (1 10719 M) codant pour Ja lu-
ciférase de Renilla reniformis est préala-
blement associé avec le vecteur MPG, le
complexe est ensuite incubé pendant
- 1 h sur des fibroblastes (HS-68) dans un
milieu de culture contenant 10 % de sé-
rum. En contrdle, 'ARN est transfecté
- par la lipofectamineTM pendant 5 h en
absence de sérum. l'activité luciférase
est mesurée aprés 4, 6, 8 et 12 h de cul-
— ture et exprimée en unité arbitraire par
{g de protéines.
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pleinement exprimé dans les cellules et que son implica-
tion dans un complexe avec plusieurs peptides ne per-
turbe pas sa traduction.

Conclusion

Dans ce travail, nous avons élaboré un peptide vecteur
(MPQ) extrémement efficace pour le transfert d'acides
nucléiques dans des cellules en culture selon un méca-
nisme non covalent mettant en jeu des interactions élec-
trostatiques et hydrophobes.

La séquence de ce vecteur « G-A-L-F-L-G-F-L-G-A-A-G-
S-T-M-G-A-W-S-A-P-K-5-K-R-K-V-Cya » associe un pep-
tide de fusion dérivant de la protéine gp41 de VIH [26, 27]
avec une séquence de localisation nucléaire issue de
I'antigéne T du SV40 [28, 29]. Ce peptide diffuse rapide-
ment vers le cytoplasme (< 1 min) et présente une locali-
sation majoritairement nucléaire aprés 3 min. MPG
interagit avec les acides nucléiques avec une forte affinité
l'ordre de 0,2 107 M. la formation de complexes
MPG/ARN se fait principalement par des interactions élec-
trostatiques impliquants les résidus basiques du peptide et
les groupements phosphates de |'acide nucléique. Dans
ce cas, le réle de la séquence de localisation nucléaire
serait de favoriser |'interaction avec ' ARNm et non le rou-
tage vers le noyaux. Au contraire, cette séquence est
essentielle pour le routage du peptide libre vers le noyau.
Les interactions électrostatiques ne peuvent pas a elles
seules expliquer la totalité du mécanisme de transfection
induit par le vecteur MPG. L'association de MPG avec
I'ARN engendre des interactions secondaires peptide/pep-
tide, suggérant la présence d'une enveloppe de plusieurs
couches de peptide autour de l'acide nucléique, mas-
quant ainsi les propriétés de I'ARN. La particule ainsi for-
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mée présenterait donc principalement les propriétés du
peptide, facilitant ainsi sa pénétration dans les cellules. En
particulier, le domaine peptide de fusion de MPG jouerait
un réle clé dans le transfert rapide de I'ARN 2 travers la
membrane plasmique vers le cytoplasme. En revanche, la
présence de cette enveloppe peptidique ne perturbe en
aucun cas la traduction de I'ARNm dans la cellule, qui
serait donc rapidement libéré dans le cytoplasme, comme
fe démontre I'expression, rapide d'un ARNm codant pour
la luciférase aprés transfection avec MPG

En conséquence le vecteur MPG constitue un excellent
outil pour la vectorisation d'acides nucléiques. L'utilisa-
tion de ce nouveau systéme pour l'internalisation de géne
présente de nombreux avantages par rapport aux techni-
ques couramment utilisées (3, 4, 6, 7, 10]. La formation
du complexe est rapide et non covalente ce qui facilite la
libération de I'acide nucléique dans la cellule, essentielle
pour la traduction de ['ARNm en protéines. MPG transfert
les acides nucléiques dans le cytoplasme en moins de 1 h
au lieu de 4-5 h lors de I'utilisation des lipides cationi-
ques, avec rendement de transfection de 90 % qui est
2 fois supérieur a celui obtenue avec la lipofectamine. De
plus, le vecteur MPG ne présente pas de toxicité pour les
cellules jusqu'a des concentrations de I'ordre de 1073 M,
qui sont largement supérieures aux concentrations requi-
ses pour le transfert d'ARN (107® M) et contrairement aux
lipides cationiques,MPG est insensible a la présence de
10 % de sérum dans le milieu de culture [5, 6, 8].

En conclusion, le peptide MPG constitue un outil puis-
sant pour le transfert de géne. Le développement de cette
nouvelle stratégie devrait généraliser son utilisation en
tant qu'outil de laboratoire pour I'étude de cellules en
cultures mais aussi a plus long terme fournir de nouveau
outils pour la thérapie génique.
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A major problem for the development of gene or antisense
therapy is the low permeability of the cell membrane for nu-
cleic acids. The development of antisense therapy technology
has focused in part on the design of new methods for gene de-
livery into cells [1-3]. Many approaches, including cationic
liposome transfection, mediated by cytofectin™ or lipofec-
tin™ [5-7] and polymeric DNA-binding cations, such as
poly-L-lysine [8, 9] or polyethylenimine [10, 11], are com-
monly used for antisense and oligonucleotide delivery in vit-
ro and in vivo. Despite much use, these approaches to gene
and plasmid transfection remain less effective than the more
hazardous viral vectors [3]. In the present work we describe a
new efficient and non-hazardous strategy for the delivery of
nucleic acids into mammalian cells using a short peptide vec-
tor. The peptide vector, MPG, was designed and synthesized
according to well-defined criteria and its ability to both inter-
act with, and transfer an mRNA (1.4 kB) encoding the p66
subunit of the HIV-1 reverse transcriptase (RT) [17] was
evaluated in non-transformed human fibroblasts (HS-68).
MPG exhibits a relatively high affinity for RNA molecules
and is able to deliver them into non-transformed human fi-
broblats (HS 68). The interaction of the mRNA with the
MPG does not alter the RNA traduction after transfection as
revealed by a reporter gene encoding the Renilla luciferase.
MPG-1 contains 27 residues with the following sequence ‘G-
A-L-F-L-G-F-L-G-A-A-G-§-T-M-G-A-W-S-Q-P-K-S-K-R-
K-V-Cya’ with a cysteamide group at the C-terminus [15,
16]. MPG contains two independent domains (a) an hy-
drophilic sequence ‘K-§-K-R-K-V’, containing a nuclear lo-
calization signal (NLS) of the SV40 large T antigen [25, 206]
and (b) an hydrophobic sequence ‘G-A-L-F-L-G-F-L-G-A-
A-G-S-T-M-G-A’, which is derived from the fusion sequence
of the viral protein gp4l [23, 24]. In order to monitor the
free peptide in the cell, a Lucifer yellow was covalently at-
tached using the cysteamide group at the C-terminus. MPG
localizes rapidly to the cytoplasm of human fibroblasts (less
that 1 min) and then presents a predominantly nuclear local-
ization in less than 3 min.

This peptide vector, MPG, contains a single Trp18 residue
located, between the fusion and the nuclear localization se-
quence motifs. This Trp residue constitutes a very sensitive
probe to monitor and quantify the interaction of MPG with
various nucleic acids. The binding of single stranded mRNA
encoding the p66 subunit of HIV-1 RT induces a marked
quenching of the intrinsic fluorescence of MPG with a satu-
rating value of 23 %, whatever the mRNA used (fluorescent-
ly labelled or not), without modifying the maximum of
fluorescence emission centered at 340 nm. MPG presents a
relatively high affinity for both unlabelled and fluorescein la-
belled mRNA with a similar apparent dissociation constant
in the range 1.1077 M, showing that the fluorescent groups

attached to the oligonucleotide do not interfere with its bind-
ing to MPG, and thus validating the use of such fluorescent
probes for further cellular investigations. In both case, the
saturation of MPG occurred with a 4 000-fold lower concen-
tration of mRNA, which is at least 13-fold higher than the
value calculated on the basis of electrostatic interactions in-
volving the basic residues of MPG (3 Lys and 1 Arg) and the
phosphate groups of mRNA, These results suggest that the
mechanism of MPG/RNA complex formation might involve
first peptide/RNA interactions, which would then promote
peptide/peptide interactions, since no self association of
MPG was observed in the absence of RNA.

We have evaluated the ability of MPG to transfer a single
stranded fluorescently labelled mRNA into human fibro-
blastes (HS-68). This new concept of gene delivery was com-
pared to that based on the commonly used cationic lipid :
lipofectamin™ [5-7]. Fluorescently labelled mRNA was
complexed with MPG and the preformed MPG/mRNA
complex was overlaid onto cultured cells and tested for its
ability to mediate mRNA delivery into HS 68 fibroblasts.
The simple contact of the MPG-nucleic acid complex in so-
lution with mammalian cells in culture was sufficient for
MPG to deliver the nucleic acid into the cells in less than 1 h.
The efficiency of tranfer was calculated to be higher that 80
% and no fluorescent staining was visible in cells incubated
with mRNA alone, suggesting that uncomplexed mRNA is
not able to cross the cell membrane.

Two of the main problems with delivery of mRNA into cul-
tured cells are their high sensitivity to nucleases and their low
stability in cell culture media. Here we have shown that the
complexation with MPG strongly protects mRNA from nu-
cleases and therefore increases the percentage of transfected
molecules. Moreover, after transfection with MPG, the
mRNA is rapidly expressed in the cell. The kinetics of
mRNA expression was monitored by using mRNA encoding
a reporter protein, the Renilla luciferase, and the maximal ex-
pression occurs 6 h after transfection with MPG. The high
efficiency of MPG is not dependent on the culture media as
is the case for most of the lipofection reagents [5, 6]. Finally,
MPG is devoid of cytotoxicity at the concentration used for
optimal mRNA delivery.

The MPG-based strategy that we have developed overcomes
the limitations and hazards that arise in most of the com-
monly-used methods for gene delivery into mammalian cells.
We have indeed succeeded in optimizing a highly efficient
system that exhibits no cytotoxicity whatsoever, which by-
passes sensitivity to serum, and which reduces time-depend-
ency encountered in transfection techniques considerably. In
conclusion, this peptide vector, MPGQG, constitutes an ex-
tremely powerful tool for research and could have an impact
both in antisense technology and gene therapy.
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