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Nouvelle strat6gie.pour vectorisation d’ARN 
dans des cellules de mammifhes. 
Utilisation d’un vecteur peptidique 

Efficient RNA delivery into non-transformed mammalian cells 
by using a peptide vector 

PIERRE~IDAL*, MAYCATHERINEMORRIS*,LAURENT CHALOIN,FRGDGRIC HEITZ, GILLES DIVITA** 

Centre de recherches de biocbimie macromokdaire, URS I55 CNRS, BP 5051, 1919, route de Met&, 34033 MontpeJk cea& I, France 

Le probleme majeur rencontre lors du transfert de gene et/au d’oligonucltotides dans les cellules 

de mammiferes tient B la faible permeabilite des cellules aux acides nucleiques. Dans ce travail 

nous avons developpi une nouvelle strategic pour la vectorisation d’acides nucleiques, basee sur 

l’utilisation d’un peptide court (MPG) associant les proprietes d’une stquence de fusion dirivant 

de la proteine gp4 1 de VIH avec celle d’une sCquence de signalisation nuclCaire dCrivant de l’anti- 

gi-ne T de SV40. Ce vecteur peptidique diffuse rapidement dans les fibroblastes humain (HS-68) 

en culture, avec une localisation majoritairement nucltaire en moins de trois minutes. MPG 

presente une forte affinite pour 1’ARNm codant pour la sous-unite de 66 kDa de la transcriptase 

inverse du VIH (Kd = 100 nM). L a f ormation du complexe peptide/acide nucleique se fait majo- 

ritairement par des interactions Clectrostatiques impliquant les r&idus basiques du peptide et Jes 

charges negatives des groupements phosphates de I’ARN. C e vecteur permet a lui seul de transfirer 

rapidement (1 h) et avec un rendement superieur B 80 % cet ARNm dans des fibroblastes en 

culture. De plus, MPG n’affecte pas la traduction de 1’ARNm transf& et prCsente l’avantage 

d’etre non cytotoxique aux concentrations utilistes pour le transfert d’ARN. Ce nouveau vecteur 

constitue un excellent outil pour dtveloppement du transfert de genes. 

Mats cl& : vectorisation, transfer? de gene, ARN, V/H, pepfide vecteurs 

ABSTRACT 
A major barrier for gene delivery is the low permeability of nucleic acids to cellular membranes. The 

ahelopment of antisenses andgene therapy has f  ocused mainly on improving methods of oligonucleotide 

or gene delivery to the cell. In this report we described a new strategy for RNA cell delive y, based on a 

short singlepeptide. Thispeptide vector is derivedfrom both the& sion 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 jbroblasts (HS-68) within a few minutes and 

exhibits a high afiniv for a single-stranded mRNA encoding tbep66 subunit of the HIV-l reverse 

transcriptase (in a 100 nM range). TbepeptidelRNA complex formation involves mainly electrostatic 

interactions between the basic residues of the peptide and the charges on the phosphate group of the 

Note p&ende par Claude H&ne 

Note remix le 13 dCcembre 1996, accept&z aprts r&vision le 24 mars 1997 
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RNA. In the presence of the peptide-uectorJluorescen+labelled mRNA is delivered into t-he cytoplasm 

of mammalian cells (HS68 humanjbroblasts) in less than I h with a relatively high eficiency (80 %). 

This new concept based on a peptide-derived uector offers several advantages compared to other 

compounds commonly used in gene delivery. This vector is highly soluble and exhibits no Lytotoxicity at 

the concentrations used for optima/gene delivery This result clearly supports the fact that this peptide 

vector is a power&l tooland that it can be used widely, as much for laboratory research asfor 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’oligonucleotides ou de genes dans les cellu- 
les constitue un moyen puissant d’une part pour com- 
prendre la fonction ainsi que la regulation de I’expression 
des genes et d’autre part, pour acceder a des therapies 
geniques [I, 21. Cependant son utilisation reste encore 
restreinte du fait de plusieurs exigences : i) le passage a 
travers les barrieres membranaires, ii) la presence de I’oli- 
gonucleotide ou de I’acide nucleique en concentration 
suffisante pour son interaction avec sa cible cellulaire, iii) 
le maintien de I’integrite et de la stabilite de I’acide 
nucleique transfer+ dans les cellules et iv) la selectivite 
vis-a-vis d’une cible ou du compartiment cellulaire [l-3]. 
A ce jour, bien qu’un large &entail de methodes ait et@ 
propose pour faciliter la penetration d’acides nucleiques 
dans les cellules de mammiferes, les vecteurs viraux, du 
fait de leur efficacitk, restent encore les principaux outils 
utilises pour le transfert de genes in vivo et en therapie 
genique [3]. Ils presentent cependant un certains nombre 
d’inconvenients tels que des risques de pathogenicite ou 
de complications immunologiques. Dans le but de palier 
ces problemes, un important effort est consenti pour 
developper des technologies non virales. Deux types 
d’approches ont ete principalement proposees : i) les lipi- 
des cationiques tel que le DOGS (dioctadecylamido 
glycylspermine) [4] ou la LipofectamineT” et la Cytofec- 
ti neTA [5-71, ii) les polymeres formant des complexes 
avec le DNA comme les poly-L-lysine [8, 91, protamine et 
polyethylenimine qui presentent un fort potentiel de 
charge cationiques [lo, 1 I]. Ces methodes presentent 
plusieurs avantages par rapport aux vecteurs viraux : elles 
sont peu contraignantes en ce qui concerne la taille de 
I’acide nucleique, et les vecteurs utilises peuvent Ptre syn- 
thetises en grande quantite et sont simples d’utilisation. 
De plus les risques de pathogenicite et de complications 
immunologiques sont fortement reduits. Toutefois, elles 
restent moins efficaces que les vecteurs viraux et leur uti- 
lisation presente des limitations : i) ces agents sont sensi- 
bles a la presence de serum, ii) les rendements de 
transfection sont variables en fonction des lignees cellu- 
laires utilisees et iii) ils presentent dans certains cas une 
cytotoxycite importante [71. 

Dans ce travail nous proposons une nouvelle approche 
pour le transfert de gene dans les cellules de mammiferes 
en culture. Cette strategic est basee sur I’utilisation d’un 
peptide court associant les proprietes d’un peptide de 
fusion a celle d’un signal de localisation nucleaire. Gotts- 
chalk et al. ont demontre que I’association d’un peptide 
comportant plusieurs c( 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 developpe se complexe avec 
les acides nuclkiques par I’intermediaires d’interactions 
electrostatiques. II permet a Iui seul de transferer, avec un 
fort rendement des ARNm dans des fibroblastes humains 
en culture qui sont ensuite rapidement traduits dans la 
cellule. Ce vecteur a ete developpe dans le cadre p&is 
du developpement d’inhibiteurs de la transcriptase 
inverse du VIH [14], en transferant un ARNm codant pour 
une sous-unite de cette enzyme. Parallelement, la traduc- 
tion des ARNs transfectes a ete suivie a I’aide d’un gene 
raporteur codant pour la luciferase de Renilla reniformis. 

Matbriel et mbthodes 

Synthhse et purification des peptides 

Le peptide (MPG) de sequence c( 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 1) a ete synthe- 
tise en phase solide sur un synthetiseur 9050 Pepsyntheti- 
zer Milligen (Millipore, Royaume-Uni) avec une resine 
Expansin fonctionnalisee par un groupement aminoethyl 
dithio acide 2-isobutyrique compatible avec la strategic 
Fmoc [15]. Apres coupure du peptide de la &sine, ce 
groupement donne naissance a une fonction cysteamide 
(Cya) portee par I’extremite C-terminale. Le peptide a ete 
purifie par HPLC semi-preparative, il est clue avec 35 % 
d’acetonitrile dans 1 % de TFA, avec un debit de 
5 mL/min. Le peptide a et@ caracterise par spectrometrie 
de masse en electrospray et analyse d’acides amines. Afin 
de suivre le devenir cellulaire du peptide MPG libre, nous 
avons couple covalemment au peptide en position C-ter- 
minale un colorant, le jaune Lucifer, par I’intermediaire 
du groupement reactif cysteamide comme precedemment 
decrit [16]. 
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Nouvelle stratbgie pour vectorisation d’ARN 

PrCparation des polyribonucl6otides 

Les ARNs utilises pour les experiences d’interaction et de 
transfection cellulaire cadent respectivement pour la 
sous-unite catalytique (~66) de la transcriptase inverse du 
virus d’immunodeficience humain (VIH) [I 71 et pour la 
luciferase de Renih reniformk [I 81 dkivant du vecteur 
d’expression eucaryote pRL-SV40 [I 91. Les ARNm corres- 
pondant (I ,4 et 1,6 Kbases, respectivement) sont synthPti- 
s& par expression sous contr6le du promoteur de la 
polym&ase T7. Ils sont purifies selon les protocoles stan- 
dard, par prkipitation au LiCl suivie d’une prkipitation 
ZI I’kthanol [20]. Le d&iv6 fluorescent de I’ARNm codant 
pour la sous-unite p66 de la reverse transcriptase est prk 
park selon la ,milme methode 2 partir de ribonuclkotides 
fluorescents [2 I]. 

Spectroscopic de fluorescence 

Les mesures de fluorescence ont t% effect&es sur un 
spectofluorim&re SPEX II (Jobin Yvon) 2 25 “C dans un 
tampon contenant 17 mM KH,PO,, 5 mM Na,HP04, 
150 mM NaCI, pH 7,5. Afin de limiter les effets de filtre 
associk ZI la presence d’acides nuclkques, la fluores- 
cence du tryptophane de MPG est excitee 2 295 nm et le 
spectre d’kmission est enregist& entre 310 et 410 nm. Les 
spectres d’emissions obtenus sont corrigk en fonction 
des parametres du fluorimPtre et du facteur de dilution 
[22]. Les titrations sont effect&es a partir d’une concen- 
tration fixe de MPG (5 1 Oe6 M) non marquk avec le jaune 
Lucifer et des concentrations croissantes d’ARNm (0 ZI 
4 nM). L’analyse des courbes de titration est effect&e ZI 
I’aide d’equation quadratique avec le programme Grafit 
(Erithacus Software Ltd) comme prkedemment definie 

[231. 

Cultures et localisation cellulaires 

Les fibroblastes humains HS 68 sont cultiks dans le 
milieu DMEM (Dulbecco’s modifiGe Eagle’s medium) 
avec 10 % de serum de veau f&al, p&iciIline/streptomy- 
tine et glutamine 2 37 “C puis ensemenkes sur des lames 
couvre-objet en verre et incubkes jusqu’i 75 % de con- 
fluence. Pour les expgriences de localisation cellulaire, le 
peptide MPG marque (0,5 10m6 M) en position C-termi- 
nale avec le jaune lucifer est incube directement sur les 
cellules pendant 1 a 3 min a 37 “C. Pour les experiences 
de vectorisation d’ARN, les complexes MPC/ARNm fluo- 
rescents sont prealablement formk dans du tampon PBS 
en utilisant des concentrations respectives de 1,10-l’ M 
(ARN) et 0,5 1 O-’ M (MPG). Les fibroblastes sont ensuite 
incubes de 30 min 2 2 h, en pkence de ces complexes 
MPG/ARNm fluorescent ou non, dans du milieu de cul- 
ture contenant 10 % de s&urn. Dans les deux cas, les 
lames couvre-objet sont ensuite rinckes et les cellules 
fix&es comme dkfinie prkedemment [24]. Les cellules 
sont observkes par microscopic confocale, [25] ou par 
microscopic de fluorescence [26]. Les experiences de 
contr8le de la vectorisation d’ARN ont &e effect&es en 
utilisant la m&thode de transfection par des lipides catio- 

niques, LipofectamineTM 15, 61 selon le protocole com- 
mercial. La traduction de I’ARN transfectk est suivie par 
I’expression d’ARN reporteur codant pour la lucifkrase de 
Renilla reniformis [I 8, 191. L’ARN correspondant est 
transfectr? en presence de MPG pendant 1 h, les cellules 
sont ensuite rinckes deux fois avec du milieu de culture 
contenant IO % de s&urn et maintenues dans ce milieu 
de culture pendant 48 h. Les cellules sont lysees, centrifu- 
gees et I’activitr? IucifPrase est mesurke 4, 6, 8 et 12 h 
aprk la transfection avec MPG, en utilisant le KIT Dual 
Lucif&ase [19]. 

R&hats et discussion 

Conception du peptide vecteur MPG 

Lors de la vectorisation de gGnes ou d’oligonucleotides 
dans les cellules, la difficult6 majeure reside dans la faible 
permkabilite des membranes cellulaires aux acide nuclei- 
ques. Afin de contourner cet obstacle, nous avons elabo& 
un peptide vecteur (MPG), sur la base des criteres sui- 
vants : ce peptide doit i) cornporter une skquence hydro- 
phobe facilitant le franchissement des barrikes membra- 
naires, ii) posseder une sequence hydrophile chargke 
positivement afin de favoriser les interactions klectrostati- 
ques avec les oligonuclkotides au niveau des groupe- 
ments phosphates, iii) les deux skquences doivent Ptre 
&pa&es par une sequence de liaison augmentant leur 
flexibilite et dont la prksence est indispensable pour 
induire une localisatioo intracellulaire du peptide. En 
consequence, nous avons concu un peptide MPG de 
27 kidus cc G-A-L-F-L-G-F-L-G-A-A-G-S-T-M-G-A-W-S- 
Q-P-K-S-K-R-K-V-Cya )), qui comporte deux domaines 
distincts : i) un domaine hydrophobe en position N-termi- 
nale fc G-A-L-F-L-G-F-L-G-A-A-G-S-T-M-G-A )) dkivant 
de la sequence de fusion de la protkine membranaire 
gp41 du VIH [26, 271, qui est indispensable 2 la fusion 
entre I’enveloppe du virus et la membrane des cellules 
lymphocytaires et ii) un domaine hydrophile en position 
C-terminale (( P-K-S-K-R-K-V )), dkrivant du peptide signal 
responsable de I’adressage nuclkaire du virus SV40 [28, 
291. Ces deux domaines sont &par& par une courte 
sequence (( W-S-Q )), comportant un rkdu tryptophane 
qui est une excellente sonde fluorescente intrinsPque. 
L’extrr?mit& N-terminale du peptide a et@ acetylbe afin 
d’augmenter son profil d’hydrophobicite et done de faci- 
liter sa p&&ration dans le milieu lipidique membranaire. 
La synthke du peptide et I’acgtylation de l’extr&mite N- 
terminale sont effect&es directement sur la @sine Expan- 
sin. Le peptide est ensuite purifie par HPLC semi-prepara- 
tive en phase inverse avec un rendement de 70 % et 
identifik par spectroscopic de masse en electrospray par 
une valeur de masse mesurke de MH+ avec m/z = 2 864 
(theorique : 2 867). Le peptide comporte un groupement 
rkactif (fonction S-H du groupement cyst&amide) permet- 
tant ainsi le greffage post-synthitse 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 &tk suivis sur des fibroblastes humain (HS 68) 
en utilisant un peptide marque covalemment 5 I’extremitk 
C-terminale avec le jaune Lucifer (figure 1). La forme libre 
du jaune Lucifer est rapidement internaliske et p&- 
sente une localisation majoritairement pkinuckaire 
(figure 1 A/B). Au contraire, lorsque le chromophore est 
fix6 sur le peptide MPG, il diffuse rapidement dans la 
cellule et pksente un localisation majoritairement 
nucleaire (figure 1 E/F). L’etude de la cirktique de p&n& 
tration de MPG dkmontre que le vecteur diffuse rapide- 
ment 5 travers la membrane plasmique, aprks un temps 
d’incubation de 1 min, il se retrouve aussi bien dans le 
noyau que dans la membrane plasmique des cellules 
(figure 1 C/D). En revanche, pour des temps d’incubation 
plus long (3 min), un fort pourcentage du peptide 
prkente une localisation nucleaire (figure 1 E/F). Cette 
diffusion rapide vers le noyau du peptide est une con&- 

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

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

Le peptide MPG comporte un seul residue Trpl8, qui Iui 
confPre une importante fluorescence intrinskque, avec un 
maximum d’c5mission centre 2 340 nm (figure 2A), indi- 
quant que le rksidu Trp n’est pas totalement expose! 2 la 
phase aqueuse [301 et que le peptide est partiellement 
structure dans le tampon utilise pour les expkiences 
d’association avec I’ARN. Nous avons utilisk cette sonde 
intrinsitque pour etudier et quantifier les interactions entre 
MPG et I’ARNm codant pour la sous-unit& catalytique de 
la transcriptase inverse du VIH (I,4 Kb). La fixation 
d’ARNm sur MPG entraine une attbnuation de 23 % de la 
fluorescence intrinsPque, sans toutefois induire de depla- 
cement du spectre d’emission (figure 2A). Ces rkultats 
demontrent que la fixation d’ARN n’affecte pas directe- 
ment I’environnement du Trp, mais que I’att&uation de 
fluorescence serait majoritairement associke 2 une inte- 
raction directe avec I’acide nucleique. Les courbes de 
titration obtenues (figure 28) sont identiques pour Ies 

Figure 1. Localisation cellulaire du peptide vecteur MPG. 

La localization cellulaire du peptide vecteur MPG a Gt@ effect&e sur des fibroblastes humain (HS-68). Le vecteur MPG comporte une mokule 

de jaune Lucifer covalemment accrochee en position C-terminale par I’intermGdiaire du groupement cysteamide. Les cellules sont observges par 

microscopic confocale et /es noyaux ont et@ r&&s par marquage au Hoechst 33258. A : Localisation cellulaire de /a forme libre du jaune Lucifer. 

C et E : Localisation cellulaire du peptide vecteur MPG fluorescent aprPs respectivement I et 3 min d’incubation sur /es cellules maintenue dans 

du milieu de culture avec 10 % de s&urn: 6, D, F : Contrdle de localisation des noyaux par marquage au Hoechts 33258. 
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ARNs non fluorescents et marques avec la fluoresceine, tenant compte uniquement du rapport des charges acces- 
suggerant que les groupements fluorescents fixes sur sibles entre les groupements phosphates de I’ARN et les 
I’ARN ne modifie pas son interaction avec MPG. Ces differents residus charges de MPG qui sont au total de 4 
resultats valident I’utilisation d’un tel marquage fluores- (3 Lys et 1 Arg). En consequence, la formation du com- 
cent de I’ARN pour sa localisation cellulaire [I 81. La satu- 
ration de MPG (5 lo-’ M) est obtenue, pour une 

plexe MPG/ARN serait due, d’une part, a des interactions 
electrostatiques entre MPG et I’acide nucleique qui 

concentration d’ARN 4 000 fois plus faible, ce qui nous engendrerait dans un deuxieme temps la formation de 
permet d’estimer un nombre de peptides vecteurs pre- contacts peptide/peptide. Au contraire, en absence 
sents par molecule d’ARN de I’ordre de 4 000. Cette d’ARN, aucune interactions peptide/peptide n’a pu Ptre 
valeur est 13 fois superieure a celle calculee (- 300) en mise en evidence dans les gammes de concentration de 
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Figure 2. hde par fluorescence de I’inter- 

action entre MPG et I’ARN fluorescent et 

non marquh. 

La titration de MPG par I’ARN codant pour /a 

sous-unit6 p66 de /a transcriptase inverse de 

V/H est effect&e 2 25 “C dans un tampon 
contenant 17 mM KH,PO,, 5 mM 

Na2HPOJ, 150 mM NaCI, pH 7. A : Spectres 

d’t!mission du peptide MPG (0.5 FM) en 

absence et en presence d’une concentration 

saturante d’ARNm (4 nMj. B : Courbes de 

titration de MPG par /‘ARNm. Une concen- 

tration de MPG (5 10e6 M) est tit&e par des 

concentrations croissantes d’ARN (01 et 

d’ARN fluorescent (01. La fluorescence du 

tryptophane de MPG est excitt!e d 295 nm et 

/es spectres d’c!mission sont int@rPs entre 

310 et 470 nm. Les diffkrentes mesures sont 

corrigees et analyskes comme d&it dans 

Materiel et methodes. 
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lo-’ 2 lop4 M, confirmant que ces interactions pep- 

tide/peptide sont bien consbquente de la fixation de 

I’ARN. Le peptide MPG pksente une forte affinite pour 

I’ARN etudit? avec une constante de dissociation appa- 

rente de I,2 1 Om7 M calculee 2 partir de I’analyse quadra- 

tique des courbes de titration en estimant que 4 000 

molecules de peptides sont fix& sur une mokule 

d’ARNm. 

Transfert d’ARNm dans des cellules de mammifkes 
par le vecteur MPG 

La potentialit de MPG 2 transferer des acides nucl&ques 

dans des cellules de mammif&es non transformees (fibro- 

blastes humain HS-68) a @te Ptudib en utilisant un derive 

fluorescent de I’ARN codant pour la sous-unite p66 de la 

transcriptase inverse. ParallPlement, nous avons cornpar 

cette nouvelle stratbgie 2 la methode classiquement utili- 

ske pour le transfert de g&e, les lipides cationiques 

comme la lipofectamine TM [5, 61. L’ARN fluorescent est 

transport6 dans le cytoplasme par la lipofectamineTM. 

Dans ce cas, un rendement maximal de transfection de 

50 % a et6 obtenue aprk un minimum de 5 h de transfec- 

tion dans du milieu depourvue de serum. Lors de la trans- 

fection avec le vecteur MPG, I’ARN fluorescent est 

prkalablement associk au peptide MPG dans un rapport 

de l/2 000 (ARN/vecteur) dans du tampon PBS. Le com- 

plexe MPCJARN preform6 est ajoute directement au 

milieu de culture des cellules (contenant 10 % de serum). 

Comme le dkmontre la prksence de c( spots )) fluorescents 

dans les cellules (figure 3C/E), I’ARNfluorescent est rapi- 

dement transport6 vers le cytoplasme. L’&ude de la tine- 

tique de transfcrt de I’ARN par MPG montrc ~LIC pour ricq 

temps de transfection infkieurs 2 30 min le transfert n’est 

pas total, une partie de la fluorescence restant membra- 

naire. Au contraire, apt& 1 h, I’ARN est totalement dans 

le cytoplasme avec un nombre de cellules transfectbes 

supkrieure a 90 % (figure 3 E). L’absence de fluorescence 

dans le noyau aprPs des temps courts (< 30 min) qui cor- 

respondrait 2 des fluorophores lib&s par degradation de 

I’ARN suggPre que la presence du vecteur MPG protPge 

I’ARN contre la degradation. Au contraire, en absence de 

MPG, aucune fluorescence n’est d&ectke dans les cellu- 

les confirmant que I’ARN seul est incapable de penetrer 

dans les cellules (figure 3A). 

Mesure de I’expression des ARNm transfectbs par le MPG 

Le peptide vecteur MPG permet un transfert physique 

d’ARNm dans les cellules en 1 h. Dans cette dernike par- 

tie I’expression de I’ARNm transfer6 par MPG a &G ktu- 

dike en utilisant un ARNm codant pour la luciferase de 

Rend/a reniformis [18, 191 Le complexe MPG/ARN prk- 

form6 dans un rapport de l/l 000 a ktk mis au contact de 

cellules [HS-68) en culture pendant 1 h. Les cellules sont 

ensuite rinckes et incubkes dans du mileu de culture con- 

tenant 10 % de s&urn et l’activite lucifkrase a et6 mesurke 

aprPs 4, 6, 8, 10 et 12 h de culture (figure 4). L’analyse des 

ksultats rPvPle une importante expression de I’ARN qui 

est optimale apt& seulement 6 h, au lieu de 12 h dans le 

cas du contrBle avec la lipofectamineT”. L’activite lucifk- 

rase norm&e par rapport a la concentration en prot&ne est 

deux fois plus importante dans le cas de transfection avec 

MPG, qui est en parfait accord avec les rendements obser- 

ves par transfert d’ARN fluorescent. Ces rkultats confir- 

mrnt qur I’ARN tranfecte avec le peptide vecteur MPG est 

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

Le complexe ARN/MPG est pr@form@ comme definie dans Materiel et methodes, et /a localisation cellulaire de I’ARN fluorescent est suivie par 

microscopic optique d fluorescence. A : Contr6le nbgatii, en absence de MPG aucune transfection d’ARN est observke. C et E : Transfection 

d’ARN en presence MPG aprPs respectivement I et 2 h d’incubation directement SW /es cellules en culture. B, D et F : Localisation des noyaux 

par marquage avec le Hoechst 33258. 
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pleinement exprime 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 elabore un peptide vecteur 

(MPG) extremement efficace pour le transfert d’acides 

nucleiques dans des cellules en culture selon un meca- 

nisme non covalent mettant en jeu des interactions elec- 

trostatiques et hydrophobes. 

La sequence de ce vecteur c( 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 1) associe un pep- 

tide de fusion derivant de la proteine gp41 de VIH [26,27] 

avec une sequence de localisation nucleaire issue de 

I’antigene T du SV40 [28, 291. Ce peptide diffuse rapide- 

ment vers le cytoplasme (< 1 min) et presente une locali- 

sation majoritairement nucleaire apres 3 min. MPG 

interagit avec les acides nucleiques avec une forte affinite 

I’ordre de 0,2 IO-’ M. La formation de complexes 

MPG/ARN sefait principalement par des interactions elec- 

trostatiques impliquants les residus basiques du peptid’e et 

les groupements phosphates de I’acide nucleique. Dans 

ce cas, le role de la sequence de localisation nucleaire 

serait de favoriser I’interaction avec I’ARNm et non le rou- 

tage vers le noyaux. Au contraire, cette sequence est 

essentielle pour le routage du peptide libre vers le noyau. 

Les interactions electrostatiques ne peuvent pas a elles 

seules expliquer la totalite du mecanisme de transfection 

induit par le vecteur MPG. L’association de MPG avec 

I’ARN engendredes interactions secondaires peptide/pep- 

tide, suggerant la presence d’une enveloppe de plusieurs 

couches de peptide autour de I’acide nucleique, mas- 

quant ainsi les proprietes de I’ARN. La particule ainsi for- 

Figure 4. CinPtique d’expression d’un 

ARNm transfecth par MPG. 

L’ARNm (1 lo-‘* M) codant pour la lu- 

cif6rase de Renilla reniformis est pr.4a/a- 

blement associr? avec le vecteur MPG, le 

complexe est ensuite incub@ pendant 

7 h sur des fibroblastes (HS-68) dans un 

milieu de culture contenant 10 o/ de SC- 

rum. En contn%e, I’ARN est transfectP 

par la /ipofectamineTM pendant 5 h en 

absence de s&urn. L’actwit@ lucif&ase 

est mesuree apr& 4, 6, 8 et 12 h de cul- 

ture et exprimee en unite arbitraire par 

pg de protknes. 

mee presenterait done principalement les proprietes du 

peptide, facilitant ainsi sa penetration dans les cellules. En 

particulier, le domaine peptide de fusion de MPG jouerait 

un role cl& dans le transfert rapide de I’ARN a travers la 

membrane plasmique vers le cytoplasme. En revanche, la 

presence de cette enveloppe peptidique ne perturbe en 

aucun cas la traduction de I’ARNm dans la cellule, qui 

serait done rapidement lib&e dans le cytoplasme, comme 

le demontre I’expression rapide d’un ARNm codant pour 

la luciferase apres transfection avec MPG 

En consequence le vecteur MPG constitue un excellent 

outil pour la vectorisation d’acides nucleiques. L’utilisa- 

tion de ce nouveau systeme pour I’internalisation de gene 

presente de nombreux avantages par rapport aux techni- 

ques couramment utilisees 13, 4, 6, 7, 101. La formation 

du complexe est rapide et non covalente ce qui facilite la 

liberation de I’acide nucleique dans la cellule, essentielle 

pour la traduction de I’ARNm en proteines. MPG transfert 

les acides nucleiques 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 superieur a celui obtenue avec la Iipofectamine. De 

plus, le vecteur MPG ne presente pas de toxicite pour les 

cellules jusqu’a des concentrations de I’ordre de lop3 M, 

qui sont largement superieures aux concentrations requi- 

ses pour le transfert d’ARN (1 Om6 M) et contrairement aux 

lipides cationiques,MPG est insensible a la presence de 

10 % de serum dans le milieu de culture [5, 6, 81. 

En conclusion, le peptide MPG constitue un outil puis- 

sant pour le transfert de gene. Le developpement de cette 

nouvelle strategic devrait generaliser son utilisation en 

tant qu’outil de laboratoire pour I’etude de cellules en 

cultures mais aussi a plus long terme fournir de nouveau 

outils pour la therapie genique. 
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ABRIDGEDVERSION 

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 [l-3]. Many approaches, including cationic 
liposome transfection, mediated by cytofectinrM or lipofec- 
tinm [5-71 and polymeric DNA-binding cations, such as 
poly-L-lysine [S, 91 or polyethylenimine [ 10, 111, 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-l 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-l contains 27 residues with the following sequence ‘G- 
A-L-F-L-G-F-L-G-A-A-G-S-T-M-G-A-W-S-Q-P- 
K-V-Cya’ with a cysteamide group at the C-terminus [15, 
161. MPG contains two independent domains (a) an hy- 
drophilic sequence ‘K-S-K-R-K-V’, containing a nuclear lo- 
calization signal (NLS) of the SV40 large T antigen [25, 261 
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 gp41 [23, 241. 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-l 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 afftnity for both unlabelled and fluorescein la- 
belled mRNA with a similar apparent dissociation constant 
in the range l.lO-’ 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 OOO-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 : 
lipofectaminTM [5-71. Fluorescently labelled mRNA was 
complexed with MPG and the preformed MPGlmRNA 
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 Renilh bczfbase, 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, 61. 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, MPG, constitutes an ex- 
tremely powerful tool for research and could have an impact 
both in antisense technology and gene therapy. 
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