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Le transfert de gene, ou plus généralement la preérgénique, est une approche thérapeutique
proposant d'utiliser des acides nucléiques (ADNNARligonucléotides) comme médicament.

Le concept de la thérapie génique est apparu ef. 1déis si tous les éléments théoriques sont
présents, le niveau technologique ne permet pa®rende réaliser pratiquement cette approche.
L’amélioration des biotechnologies et des connaisssa concernant les liens entre certains génessratité
certaines pathologies permettent a cette idée ithéore voir le jour sous la forme d’'un premieragss
clinique initié par S. Rosenberg aux Etats-Unis din des années 1980. Depuis, la thérapie gérigtie
devenue le theme de recherche de nombreux groepesiderche dans le monde, dans le vaste domasne de
sciences, la médecine, la pharmacie, la biochi@ieestime entre 8000 et 10000 le nombre de maladies
géneétiques et les recherches ont permis le dévetoppt de vecteurs permettant le transfert de géne lds
cellules eucaryotes, offrant la possibilité d'g@li 'ADN (matériel génétigue) comme médicamentrdeu
traitement de maladies génétiques. L'enjeu de eglserches est de véhiculer le géne jusqu’au nogau p
gu'’il puisse produire des protéines fonctionneligs sont défectueuses ou absentes chez un padtiest.
premiéeres recherches ont montré que lors de lligjesystémique d’ADN nu, une faible quantité degeé
arrive jusqu'au noyau des cellules a traiter. tldégradé pendant son trajet vers la cellule. eeharches
sur les vecteurs connaissent un essor considétableremier objectif des vecteurs est de protégdédN
jusqgu’au noyau des cellules contre les barrieresoiques (sang, membranes cellulaires, enzymes de
dégradation...) pouvant stopper et détruire le gene

Il existe différents systémes de vecteurs, leseugstviraux et les vecteurs synthétiques. Bienlegie
propriétés conférées aux vecteurs viraux en fassgipius utilisés, ils posent des problemes dergégour
le patient et peuvent provoquer des réactions iniaioes. C’est la raison pour laguelle on voit Iémgence
des vecteurs synthétiques (et donc non viraux)eptast de nombreux avantages. Le défi est de comcev
des vecteurs non viraux possédant une faible oyitit®é et une forte efficacité de transfection,
reproductible. Une grande variété de composésragties, comme les lipides, les polyméres et lefige=p
ont montré qu’ils délivraient efficacement 'ADN k& de nombreuses lignées cellulaires. Parmi les
polymeres, les plus efficaces sont les poly(éthgiére)s (PEIS), linéaire et branchée.

Depuis quelques années, au sein de I'équipe MRAMBE, des travaux sont réalisés autour de la IPEI.

Dans l'optique de développer de nouveaux vecteors viraux, I'objectif de ce travail est de
synthétiser des vecteurs synthétiques en modifeapioly(éthylénimine) linéaire par différents corspe
comme des acides aminés (L-histidine et L-arginipedir protéger I’ADN et obtenir une meilleure e#itité
de transfection que les PEls et ses dérivés. Casundhest divisé en 4 chapitres.

Une étude bibliographique autour de deux voletsiiébe manuscrit. Le premier aborde la thérapiéqgén
et les barriéres biologiques que doit traversevaateur. Le second discute des vecteurs protédadn,

en se focalisant plus précisément sur les vecteatieniques. Dans ce second volet sera, les ptéprié

Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en
thérapie génique 26 /221
Emilie BERTRAND



physico-chimiques et de transfectionvitro etin vivo des PEls (branchée et linéaires) et de ces désorés
détaillées.

Aprés un chapitre dédié aux protocoles utilisésrpiévelopper et tester les nouveaux polymeres, le
troisieme chapitre permet de discuter les réactaensnodification de la poly(éthylenimine) linairarpde
petites molécules comme la L-histidine, 'adamaatah la L-arginine. La modification de la IPEI pas
différentes molécules est détaillée en terme cjoétiet de stabilité de la réaction et a permisrderade
nombreux polymeres ayant différents taux de maoalife.

Enfin, I'objectif du dernier chapitre est de mettre avant les propriétés physico-chimiques de segeaux
vecteurs (solubilité, mobilité électrophorétiqué&ap taux de protonation), ainsi que celles des plekes
formés en présence d’ADN. Les relations structuogipété des vecteurs sur la capacité de comptaxalk

I’ADN et I'efficacité de transfection sont ausssdiitées.
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Chapitre 1 :
Bibliographie : généralités sur la thérapie

génique
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I — Introduction

Les étres vivants sont composés de cellules protes, comme les bactéries ou de cellules
eucaryotes, famille a laquelle appartiennent ldkilee des mammiferes et en particulier humaines. L
singularité de ces cellules eucaryotes est la poésd’'un noyau contenant I'acide désoxyribonuckéiqu
(ADN), support du matériel génétique. L’ADN fut diéeen 1953 par James Watson et Francis Ciokix
Nobel de physiologie et de médecine en 1962). aiimiation génétique réside dans I'enchainement sksba
(Adénine (A), Cytosine (C), Guanine (G), ou Thymifi®) (figure 1-1) formant deux macromolécules
complémentaires auto assemblées en hélice paniplémentarité des bases deux a deux. Un fragment de
cette double hélice, composé de plusieurs nuckEmtidst 'unité de base de cette information :deeg
L'ensemble des génes, constituant le patrimoinetigure (génome), code pour un ensemble de protéines

(protéome) qui assure la majorité des fonctiorspétificités cellulaires et tissulaires.
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Formation de la double hélice de 'ADN

Figure 1-1: représentation des bases de I'ADN formant la édaihélice

Toutes les cellules proviennent de la méme ceihitiale : la cellule ceuf ou zygote. Pendant ldiogpion de
I'ADN, des erreurs peuvent survenir et persisteajgmré les mécanismes de contrdle cellulaire. L'aefrebment des
nucléotides est modifié, soit par la substitutionnd base par une autre, soit par la délétion msdrtion d'un
nucléotide. Ces mutations, souvent muettes, peldteatinduites par des agents extérieurs (UV, ptediimiques,
radiations) et n’ont aucune incidence sur I'intégdes protéines produites. Cependant, il arrivelgunutation touche
une partie codante du géne entrainant la perteidtéoou I'absence d’une protéine, conséquencesey la plupart du
temps.

De toutes les maladies génétiques héréditairesisées, la plus fréquente est la mucoviscidose ifwask
kystiquef' ® En France, elle touche environ 1/2500 naissé@ndes recherches sur cette maladie ont permis aux

patients de mieux vivre avec la mucoviscidose. Leapérance de vie atteint 46 ans, grace aux séalees
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kinésithérapie, de médicaments (antibiotique, nauvé&aitement: miglustaf) et d’opérations chirurgicales. Les
avancées en biotechnologie de ces dernieres aangpermis I'émergence d’'un nouveau domaine, leafié génique.
Son but est de remplacer le fragment de géne déf@ctgrace a l'insertion de géne sain, dans leénpaitne génétique
du patient, dans un objectif thérapeutiquBette technique peut étre utilisée pour soigeerrhaladies génétiques
comme la mucoviscidose, la myopathie de Duchesnis massi les maladies cardio-vasculaires, des rneglad

neuronales ou certains canéetgfigure 1-2)...

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials %

Cancer diseases é4.5% [n=1060)
® Cardiovascular diseases 8.7% (n=143)
@® Monogenic diseases 8.2% (n=134)
@ Infectious diseases B% (n=131)
Neurolegical diseases 1.8% (n=30)
@® Ocular diseases 1.1% [n=18)
Other diseases 2.4% (n=40)
@ Gene marking 3% {n=50)
L ] Heu|1"1y volunteers 2.3% (n=38)

Figure 1-2: représentation par secteur décrivant les maksisusceptibles d'utiliser la thérapie génidlie

Le traitement par thérapie génique consiste etrdiluction, par voie intraveineuse, aérosol... du
matériel thérapeutique constitué de trois élémamtsinimum :
- Le géne d’'intérét, souvent incorporé dans unmpids codant pour une protéine d'intérét,
- Un systéme qui contrdle I'expression et le fomatiement de géne au sein de la cellule,
- Un vecteur de transfection permettant d’appdeienatériel génétique dans la cellule.
Nous allons décrire, dans une premiéere partiemledes de transfection reportés dans la littérature
et nous mettrons en évidence le trajet et lesdagirencontrées par un fragment d'’ADN migrant leers
noyau au cours de la transfection. Dans un deuxiemes, nous décrirons les vecteurs chimiquesédili

pour améliorer la transfection, et nous détailleroparticulierement les vecteurs a base de

poly(éthylenimine), le vecteur polymérique standattheure actuelle.

II - Le transfert de gene

II-1 - Les modes d'administration en thérapie génique

L'utilisation du géne comme médicament impliquectannaissance des nombreux processus qui

régissent la pharmacologie d’'un principe actif rfiafation, mode et site d’administration, site diaa}.
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Dans l'optique d’une utilisation thérapeutignevivo, le géne peut étre administré vers sa cible deqius
manieres (figure 1-3A):

- par la voie systémique, a I'aide d’'une injectintmaveineuse ou intra-artérielle.

- par application locale, & I'aide d’une injectiocale sur le tissu ciblé.

- par « gene gun'>(application locale), qui consiste a propulsemiruscules particules d’or recouvertes
d’ADN plasmidique (0.5 a|ig par mg d’or) dans les cellules cibles. Elles spat exemple, accélérées par
un gaz. L’ADN ne subit pas les dégradations duemilbiiologique, car il pénétre directement dang/tesol

ou dans le noyau. L'efficacité de cette technigaeieven fonction des tissus visés (> 20% de callule
transfectées pour les cellules épidermiques et d&%ellules transfectées pour les cellules musesiaiy.

- par électroporation (application locale). Cettétimode déstabilise la membrane des cellules, pémnian
courte période, par des impulsions électriques ppemmettre la pénétration du gene dans cellelid. dst
utilisé depuis 1982 et s’applique & de nombreux tissus comme le tisssculairé®. Son efficacité dépend
de nombreux paramétres, comme le type de tissua, muissance de I'impulsion électridtié’.

- par ultrasons (US) : En présence des vecteuthétjaques, lirradiation par des US des celluiesjitro et

in vivo, augmente I'expression du transg&rié

- par aérosols : Le gene est administré par la magale. Il atteint directement les cellules é&itlhes

pulmonaires (figure 1-3B).

/ 1 PR
( \ i Gene 5t 1o

{ \ £ Y

\ 4

Injection veine porte

Injection artérielle
Noyau

Cellule

Injection

Gene

Ultrasons

Figure 1-3: voies d’administration et méthodes physiql#fstdansfert de généed (A) et voies d’administration par
aérosof (B)

Actuellement, les voies les plus utilisées sonpplacation locale et la voie systémique. Celles-ci
allient un confort d'utilisation pour le patientukie efficacité. Aprés linjection, le géne doit veaser

plusieurs obstacles ou barrieres biologiques pwiwea au noyau de la cellule cible.
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II-2 - Le trajet de I'ADN meédicament jusqu'au noyau de la

cellule

Par injection intraveineuse, 'ADN médicament egrtilté dans les vaisseaux sanguins. Le sang
constitue la premiére barriére biologique car itent des cellules immunitaires, protéines et eresy/ de
dégradation pouvant détruire I'exog&fé Ensuite, il doit traverser les parois des vaisseauis migrer
dans la matrice extra cellulaire pour atteindreisus cellulaires cibles (I). Le plasmide ddiratraverser
la membrane plasmique des cellules (ll) selon diffss mécanismes, et plus particulierement par
endocytose ou vacuoles, puis se libérer de I'endesf@ll). Enfin, il doit migrer vers le noyau dafes
cytoplasme (IV) et traverser la membrane nuclé@ijepour y étre transcrit en ARNm. Les ARNm sottan

du noyau sont traduits en la protéine souhaitéer@i 1-43.

Figure 1-4: Différentes étapes du transfert de gene : | page de la matrice extracellulaire (MEC) ; Il passagle
la membrane plasmidique; Ill libération du vecteutans le cytoplasme ; IV migration du géne médicarheers le
noyau ; V internalisation du géne médicament damsrioyau.

Parmi les différentes barrieres répertoriées, rmoposons d’analyser particulierement la questienad
translocation de I'exogene vers l'intérieur d'uelkute, puisque c'est la premiére barriére renéentorsque

les biologistes procédent & une évaluation defeatisnin vitro.
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[I-2. 1 L’interaction membranaire, fusion et

endocytose

Constituée de phospholipides amphipliiela membrane cellulaire est imperméable aux méécu
hydrophiles et polaires. Contrairement & 'ADN A#WDN vectorisé (protégé par un vecteur viral ou
synthétique) peut se fixer a sa surface, provogsamtinternalisation. Il existe deux types d'intdcm. La
premiére est passive, et dépend des charges deesudé la membrane et de 'ADN vectofi€é Le second,
spécifique, résulte d'un ciblage de récepteurs mamaire$’ générant un mécanisme de transport activé qui
permet l'internalisatidit *°. Différents modes d'internalisation de géne méuesat ont été répertoriés :

- la fusion qui introduit directement dans le cy&sme le géne ou le complexe.

- la macropinocytosé * (figure 1-5B): Ce mécanisme d’endocytose est wsétectif aux
macromolécules. Les cellules animales peuvent oiforla membrane cellulaire pour former un
pseudopode, provoquée par des pressions interneytdplasme a cause du cytosquelette d'actine. Ce
pseudopode encercle le complexe et forme autogelé-ci une vésicule appelée macropinosomes dqui es
internalisée dans la cellule. Cette vésicule pedtisternaliser de gros objet car son diameétre pétgindre
5um.

- la phagocytos2 (figure 1-5A) : Grace a des récepteurs spécifiqieda membrane cellulaire,
celle-ci se déforme et s’allonge pour former deuashipidiques, les pseudopodes qui entourent 'ADN
médicament (nu ou vectorisé), permettant I'intdsadilon d’un complexe dans la cellule.

- I'endocytose est un mécanisme d’internalisatien glosses molécules via la formation d'une
vésicule nommée endosorfie*. Les interactions qui conduisent & ce mécanismeque étre soit

- spécifiques (figure 1-5F)) : La membrane possées récepteurs spécifiques a certaines
molécules comme le glucose, le galactose ou l¢efolae contact de ces ligands sur le récepteuaiematia
formation d’un endosome et son entrée dans laleellu

- non spécifiqgues (figure 1-5E, vésicules non t#®s). L’endocytose non spécifique
internalise des nanoparticules sans discrimina@@mécanisme compte pour 50% de I'activité endgagt
d’'une cellule®.

- Endocytose a clathrines dépendantes (figure 145€)docytose spécifique met en jeu des

vésicules couvertes de clathrifjese trouvant sur la face intérieure de la membpasmiqué®. Elles sont
exprimées en petite quantité dans tous les typesltiges.
Il existe aussi I'endocytose par cavéoles dépeerddnt (figure 1-5D). La membrane cellulaire posséde des
microdomaines, contenant du cholestérol et desngphipides, présents sur 10 a 20% de la surface
membranaire. Le mécanisme de I'endocytose par tewétepend du cytosquelette d’actine se trouvant a
l'intérieur de la cellule. Le complexe, positiftémagit avec le cholestérol et les sphingolipidesia active

les cavéoles et le cytosquelette qui internaligmlgplexe dans la cellule.
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Pinocytose
Phagocytose | Macropinocytose \
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clathrines calvéoles  coalvéoles récepteurs

dépendantes dgépendantes indépendantes spécifiques 7

Lysosome

Endosome précoce

Figure 1-5: Différents mécanismes d’endocytose de la cellufg phagocytose, B) macropinocytose, C) endoagtos
clathrines dépendantes, D) endocytose cavéolesmtigretes, E) endocytose non spécifique (vésicula tapissée),
F) endocytose a récepteurs spécifiques

[I-2. 2 Endocytose : libération dans le cytosol

Apres la formation de 'endosome autour du plasiridui-ci entre dans la cellule mais son contenu
est rapidement détruit par une acidification duiguilendosomique. Un endosome inclus dans une eellul
subit un abaissement de pH avec le temps selonpleénomenes :

- fusion avec un lysosome qui possede un pH dpideb).

- diminution de son pH par I'entrée de protonsyantant une évolution vers un lysosome. L’acidité
milieu active des enzymes de dégradation qui dsgtniirapidement I’ADN exogene.

Une formulation de 'ADN médicament par des vedahimiques, notamment les polymeres, entraine une
déstabilisation de la membrane de I'endosome sglanécanisme d'éponge a protons qui libére aiasis d

le cytoplasme, l'outil thérapeutique complexé aok/méres. Ce mécanisme est expliqué par une entrée
massive de protons et d'ions chlorure dans I'emdedors de son acidification, accrue par I'effehgan
apporté par le polymeére. L'équilibre osmotique gstéame est maintenu par une entrée concomitardae d'e
entrainant le gonflement de I'endosome jusqu'aestauttion, libérant son contenu dans le cytopladrae
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phénoméne de fusion entre I'endosome et un lysosasti@hibé pendant six heures en présence dewscte

synthétiques possédant un pouvoir tampon a deégitdment acid&s

[I-2. 3 Migration et pénétration dans le noyau

Les complexes présents dans le cytosol doiventemjgsqu’au noyau selon des mécanismes passifs
de diffusion libre (qui n’est pas susceptible & mode principal du transport cytolytigtief, ou actifs
impliquant le cytosquelette de la cellule (micratlebet filaments d’actine’’. Ainsi les filaments d’actine

peuvent intercepter le géne thérapeutique et lewié jusqu’au noyau (figure 1-8)%* .

© = NLS or NLS-containing proteins
actin filaments or carbohydrates

& - nuclease

intermediate filaments

Figure 1-6: transport du polyplexe dans le cytosol par ldarhents du cytosquelette

La membrane nucléaire limite l'internalisation dagmide dans le noyau. Il a été démontré que le
transfert de géne est plus efficace lorsque lalleefle trouve en division plutét qu'a I'état quiest’. Des
expériences de transfection, réalisées a diffésedtipes de la division cellulaire, confirment tpeupture
de I'enveloppe nucléaire est un atout pour uneesgion efficace du transgéhe
La transfectiorin vitro®® etin viva"’ de cellules quiescentes par des complexes fornawiés des vecteurs
synthétiques (polyéthylénimine) laisse penser daatees mécanismes interviennent dans le procedsus
migration intranucléaire.

La derniére barriere a franchir pour le géne thgutigue est la membrane nucléaire qui possédesariece
plusieurs milliers de pores (entre 3000 et 400@g§od’'un diamétre de 11 Am*’. Il a été montré que ces
pores permettent une translocation de moléculesépasit un signal de reconnaissance constitué d'une
séquence peptidique NLS (nuclear localizationaf)$h Ainsi, des macromolécules telles que les histones

peuvent étre transloquées a travers ces potes’>?
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Pour tenter d’améliorer 'efficacité du transfeet gene, des séquences NLS ont été associées auidelasl
aux vecteurs. Les divers résultats montrent qypedsence du peptide NLS associé au plasmide amélor

internalisation dans le noyau et donc I'efficaditétransfert de géne.

[I-2. 4 Synthése de protéines: détection de la

transfection cellulaire

Enfin, & l'intérieur du noyau, I'ADN transfecté pdire transcrit en ARN messager, vecteur de
l'information pour la production d'une protéinentdrét. Les plasmides (ADN circulaire provenantné’u
bactérie) utilisés dans les études préliminairesralesfection contiennent un gene rapporteur cogaat
une protéine susceptible d'émettre un signal dfieie. Les plus utilisés sont les génes codant [@GFP
ou la luciféring®.

Les étudesn vivo montrent une expression du géne dans la celluke &éant de 14 semaines (en
utilisant un vecteur synthétiqié) 18 semaines (vecteurs viralix}® Cependant, la capacité des virus a
intégrer leur patrimoine dans la cellule hote peétenane expression prolongée du géne jusqu’a 18°toi

Cette capacité d’expression du plasmide ne s'eféeptis en présence de vecteurs synthétiques.

III - Les outils du transfert de gene

Depuis 1999, diverses expériences d'injection direatesitu’® d’ADN nu (sans protection) ont
démontré une expression du géne dans certainstigswscle cardiaque, muscle squelettig@ cerveau).
Cependant, l'injection intramusculaire d’ADN nu teedaiblement efficace, car moins de 1% de la dose
injectée est internalisée par les cellules. Cetfeession reste trés localisée au niveau du sitgedtion et
met en évidence la nécessité d’utiliser un vegbewr amener un gene thérapeutique du site d'iojecu
noyau de la cellule d'un organe cible. Ce vecteata pour fonction la compaction du plasmide, sagut@mn
vis-a-vis des agressions du milieu biologique néinede le véhiculer vers son site d’action. Deamilles de
vecteurs se sont développées :

- Les vecteurs viraux,
- Les vecteurs non viraux, provenant de macromolémdgurelles ou synthétiques.

Nous allons décrire maintenant les intéréts regpeaie ces deux familles de vecteurs.
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ITI-1 - Les vecteurs viraux

Les virus, fruit d'une évolution de plusieurs roifis d'années, réalisent une transfection par @blag
d'une cellule hdte, y pénétrent et y expriment haatériel génétique. Plusieurs familles (virus 'Herpe§,
adénoviru&®, rétroviru§>®’, virus adéno-associ€s®..) ont été utilisées dans un objectif de transfert
géne. Grace a des mécanismes sophisfijeési une structure complexe, évoluant pendant thajet®
(figure 1-7), ils ciblent les cellules et les triatdent efficacement :

- Les virus pénetrent généralement dans les esllpar la voie spécifique endosomiale, grace aux
interactions ligands-récepteurs entre le virusaatdllule. Certains virus réussissent a entrer tacsllule
hoéte par fusion.

- Dans le cytoplasme, ils protégent I’ADN jusquizayau.

- Dans le noyau, le gene est intégré dans le gémhnpatient.
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Figure 1-7: schéma de l'introduction d'un géne dans une a#d, par un adénoviru§

Les virus posent des problémes de sécurité évideipesuvent susciter des réactions immunitaires.
L'insertion du géene dans le génome apporte desfioatibns a la cellule comme I'apparition d’antigsn
viraux a sa surface qui conduit a la destructiop cdlules transfectées par le systeme immunitirau
développement de maladies auto-imm@n€gla peut aussi engendrer I'activation de protoegénes (géne
impligué dans le contrdle de la division cellulaidont la mutation et a l'origine des tumeurs) ou

l'inactivation des génes suppresseurs de turffetirs

lls sont aussi mal adaptés a la transfection deggpnssédant un nombre élevé de paire de bases.
Une limite maximale de 8000 paires de bases (8kgbygénéralement admise, empéchant leur utilisation
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pour transfecter des genes de grande taille cormmeénre codant pour CFTR (Cystic fibrosis transmanndor
conductance regulator) de la mucoviscidose (250kpb)
Afin de circonvenir a ces différentes limites, descteurs totalement synthétiques ont fait leur

apparition.

III-2 - Les vecteurs non viraux, synthétiques

Depuis quelques années, de nouveaux vecteurs eignir pour substituer les vecteurs viraux. Ces
nouveaux vecteurs, synthétiques, présentent umenalive prometteuse aux vecteurs viraux. lls sont
caractérisés par une faible immunogénicité quséaenvisager la possibilité d’administrations répgt une
faible toxicité, ainsi qu'une production aiséeégonomique.

Pour permettre un systéme optimal de transponteateur synthétiqgue nécessite certaines cardaajéss :

- former un complexe avec I'ADN a vectoriser ecdepactant,

- protéger I’'ADN des diverses sources de dégraadatimnme les nucléases,

- obtenir des particules vecteur synthétique / Aaishogenes et de petite taille (<100nm),

- faciliter la fixation de 'ADN sur la cellule catelui-ci étant chargé négativement, il ne peutéagth
spontanément a la membrane plasmique polyanionigsieellules,

- favoriser le passage de I'ADN hydrophile a travée milieu hydrophobe constitué par la membrane
plasmigue et/ou endosomique,

- permettre le trafic intracellulaire et la pénétma de 'ADN dans le noyau, quand celui-ci regte du
vecteur.

En considérant le vecteur comme transporteur docipe actif, on distingue trois grandes classes de
vecteurs synthétiques, ayant leurs caractéristigugzres : les lipides, les polymeres amphiphiletres et

les peptides.

[11-2. 1 Les lipides cationiques

L’équipe de Felgnét fut la premiére a utiliser des lipides cationiqaeshérapie génique :
- Ces lipides condensent 'ADN en interagissantcales charges négatives des polynucléotidegela
entraine la formation de complexes vecteurs/ADNegsplipoplexes, de tailles comprises entre 20806t

nm.
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- lIs facilitent I'accrochage des complexes sumiembrane cellulaire grace aux interactions éleitiogies
entre les charges positives des lipides et lesgekanégatives des glycoprotéoglycanes de la membran
cellulaire”.
- lIs déstabilisent la membrane plasmique et pgemetiux complexes de fusionner ou de rentrer tans
cellule par la voie de I'endocytose (cf. paragraphells délivrent ’ADN dans le cytoplasme celdire et
limitent sa dégradation par les compartiments lys@aix’.
Les lipides cationiques utilisés sont composésale parties (figure 1-8) :

- d'une téte polaire hydrophile de charge posifimeno ou polychargée),

- d'une chaine d’acides gras saturés ou insahyd@®phobes,

- et d’un espaceur reliant la région polaire eflaipe du lipidé®.
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Figure 1-8: Structure représentative du lipide cationique aa : chlorure de N-[1-(2, 3-dioleyloxy) propyl]-Ny,
N-triméthylammonium. Représentation des structuygsssibles de chaque composant d'un lipide catiomidqupé

Les tétes polaires multicationiques sont les pffisages pour condenser et protéger I'ABNLa nature de
I'espaceut’, la longueur grandissante des chaines hydropheidesrs nombres d’insaturations agissent sur
la stabilité du lipoplexe, I'efficacité de transfien®" ®2 mais aussi la toxicifé

Les premieres expériences de transfection palipédes cationiques ont été réalisées en 1987 kvigide
cationique synthétique DOTMA (chlorure de N-[1-(@8leyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniun "’
(figure 1-8). Ce lipide posséde une partie hydrdygghcomposée de chaines d’acide gras insaturéasré&sa
molécules amphiphiles sont synthétisées comportaet partie hydrophobe monovalente d’acide gras

insaturée ou saturée comme (1,2-dioleoyl-3-trimatnynonium propane (DOTAP) ® et le bromure de
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1,2- dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-hydroxyethylanonium (DMRIEf’. D'autre part, des lipides
multivalents, de types lipopolyamine ont été sytiséd et leurs capacités de transfection démonfiées
chlorure de 2,3-Dioleyloxy-N-[2-(sperminecarboxan)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanammonium
(DOSPAJ>?¥ le dioctadécylaminoglycylspermine (DOG%)
Ces lipides sont associés a des lipides neutresy peurs propriétés fusiogenes, telle que la
dioléylphosphatidyléthanolamine (DOPEYf® ou ses dérivéd °* La présence de cholestérol associé au
3B[N-(N’,N'-dimethylaminoethane)-carbama¥lpu au groupement guanidinici™ forment également des
vecteurs efficaces lorsqu’ils sont associés a 1@E®en accroissant la stabilité des liposomes.
De récentes études montrent que des lipides des typophosphoramidaté® °, comme le
Dilinoleylphosphatidyl-2-aminoethyltrimethylarsoniuiodide (BSV4J® améliore la transfectioim vitro et
in vivo.

La voie des lipides cationiques pour la transfectie genes fait d'importantes avancées. En
parallele, une autre voie s’est ouverte, la vois gelyméres synthétigues dont ce travail traites plu

particulierement.

[11-2. 2 Les polymeres amphiphiles neutres

Les lipides cationiques sont souvent inefficaceanquils sont injectés localement dans les tissus pa
exemple au niveau des muscles squelettiques edfitdesde tumeuts Il existe des vecteurs polyméres non
ioniques solubles dans I'eau qui ne complexent'ABAN et qui ne condensent pas 'ADN. Ces polyméres
ont la propriété d'étre des vecteurs de transfeaiticace lors de I'administration locale d’ADNnddes
tissus. Parmi eux sont les poly(N-vinyl pyrrolidprles poly(vinyl alcool” et les pluronics ou poloxaméres
(copolyméres & blocs de poly(oxyde d'éthyléneeaiay(oxyde de propylén®y. Les pluronics augmentent
le taux et la fréquence de transduction dans |dsle® musculaires quand ils sont combinés avec les
vecteurs adenovirtig et lentivirus®. Lorsqu'ils sont conjugués avec des polycatioaspdlyplexe ainsi
formé, pratiguement électriquement neutre, est sntriquein vivo etin vitro. La présence de pluronics
prévient de l'aggrégation des particules et tramepb efficacement les plasmides dans les celldle=n

résulte une augmentation importante de I'exprestgéayene$”.

[1I-2. 3 Les polyméres cationiques

L'utilisation de polyméres cationiques pour deségigmces de transfert de géne est apparue aussi en
1987, et a permis de développer une alternative congiéaire a l'approche lipide précédemment
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évoquée. De nombreux travaux ont visé a synthétisenouveaux composeés plus efficaces et moins
toxiques. Nous développerons dans ce paragraplpedpgétés générales de ces agents de transters n
second temps, nous répertorierons les différemtat®gies de synthese en discutant de fagon naustite,
pour raison de trop grande quantité de dérivériesipales familles de vecteurs ayant donné éssltats

intéressants en transfert de géne.

III-2. 3.1 Généralités sur la complexation des polymeres cationiques et [ ADN

La complexation entre le vecteur et le plasmide g&stéralement le résultat d'une interaction
électrostatique entre deux polyélectrolytes : 'ABNonique et le polymére cationique. Des nancpdes
peuvent ainsi étre obtenues, et l'interaction sougievée entre I'ADN et le polymére cationiquetpive
déterminée par gel retard.

Depuis plusieurs années, les chercheurs essageotrdprendre le phénoméne de complexation
entre les vecteurs cationiques et '’ADN. Mengasdiial*° ont construit le diagramme de phase (figure 1-9)
caractérisant la complexation entre I'ADN et lesyfithylenimine) linéaire IPEI (dont les caractégaes

seront discutées dans le paragraphe 1l1-2. 2. 4).
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Figure 1-9: Mobilité électronique (1) et rayon hydrodynamiguRh(2) des complexes ADN-IPEI 2,5kDm)(et ADN-
IPEI 25kDa (e) dans Tris 10 mM a pH=7,4, [I]=0,15M en fonctionudrapport de charge X. [ADN}=[EI]=0,01%

Les auteurs montrent que les effets de complexat®HiADN sont plus marqués avec la IPEI de masse
molaire 25 kDa que 2,5 kDa. Le comportement de labilité électrophorétique et du rayon

hydrodynamique, en fonction du rapport de chargeealitativement le méme pour les deux polyméres.
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lls concluent que le processus d’'agrégation (otbpleomplexation) entre '’ADN et le polymére ne diag
pas que de la structure et de la rigidité des elsaile 'ADN et du vecteur (ou forces entropiquesis il est
aussi contrblé par des interactions électrostasigure polyanion et polycation (ou forces entluales) qui
confirment les théories déja existantes sur I'agtiég de polyméres de charges oppo$ées’ Il faut aussi
signaler que les polymeres aminés comme la polyl@itmine) possédent un taux de protonation différe
selon le pH. L’équipe de Jorga démontré que le pH d’une solution joue un r@le négligeable sur la
formulation des complexes. Pour une masse constinieoly(éthylénimine) branchée (bPEI), le taux de
protonation change en fonction du pH et influelauiormation des polyplexes. Pour expliquer la fation
des complexes bPEI/ADN, I'équipe de Jdfda utilisé un rapport de charges (nBjéentre laconcentration
molaire en charges positives des amines de la (Tl au pH étudigpH=4, 6 et 8), et la concentration
molaire en charges négatives des bases phosphbfie (C°). Le rapport de chargé= C'/C augmente

en fonction de l'acidité de la solution (au pH$8; C'/C=0,8 ; au pH=6/11] C'/C=0,92 et au pH=43=
C'/C=2,03). Pour une masse constante de bPEI, la ceatjga du plasmide est donc meilleure a pH acide
qu’'a pH= 7,4, car elle posséde un taux de protonan amines supérieur a 288

Dans le cas des lipides, une auto-organisation fmumse de phase lamellaire a été démontrée. Aucun
phénomene de ce type n'a été présenté dans lecaslgmeéres. Une analyse de polyplexes par cryodEM
réveélé la formation de nanoparticules de strucplue ou moins sphérique, accompagné de toroidgsr€fi

1-10) La présence de ce type de structure bienidéfla pas trouvé d'explication particuliére.

Figure 1-10: condensation de I'ADN par de la poly(L-lysind® complexe forme un toroid&.

Cette étude s’applique aussi aux autres polymexsniques, dont nous allons maintenant discuter
les propriétés de complexation et d’efficacité agfection. Ensuite, la poly(éthylénimine) et désvés
seront mis en avant pour expliquer le cheminemana@ermis la création de la nouvelle moléculaliét

dans cette these.
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III-2. 3. 2 La poly(L-lysine) (PLL) et ses dérivés

La polylysine ou PLL (figure 1-11) est le premjgolymere cationique qui fut utilisé en thérapie

géniqué®. C’est un polypeptide linaire formé de monomeérestidiques de la L-lysine.

H
N
*

NH,

Figure 1-11 :structure de la poly (L-lysine)

La poly(L-lysine) peut étre synthétisée a partirlaeN-carboxy-(N-benzyloxycarbonyl)-L-lysine anhydre
(Z-L-lysineNCA)"*2 La polymérisation (figure 1-12) est réaliséereistétapes :

- formation d’'un cycle intramoléculaire entre lanétion carboxylique et I'amine primaire de la L-
lysine, lag-amine (située sur le®® carbone & partir de la fonction carboxyle) étardtggée par le
groupement benzyloxycarbonyle, noté Z sur la figle?.

- polymérisation par ouverture du cycle N-carboxyalride, amorcée par un nulcéophile faible
telle gu'une fonction amine, entrainant une décafltion et menant a la structure peptidiqgue es¢émp

- Déprotection du benzyloxycarbonyle.

- o o) o 9
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Figure 1-12: Synthése de la poly(L-lysine) par mécanismepdéymérisation par ouverture de cycles

Etant chargé positivement au pH physiologique, etliadense efficacement I'ADN et forme des
polyplexes (complexes poly(L-lysine)/ADN). Les ked de ces polyplexes sont de I'ordre de 100 nm, un

diamétre raisonnable pour la transfecttdn
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La PLL de masse molaire élevée (>27 kDa) est efficpour la condensation de I'ADN, la
stabilisation du polyplexe en transfection vivo'™, mais posséde une forte cytotoxitité provoquant
I'apoptosé’. L’équipe de Symond¥ a démontré que la PLL déstabilise la membranenigshondries et
active les enzymes de dégradation qui engendrgele de I'apoptose.

Elle ne posséde pas de pouvoir tampon a pH |égétescede, ce qui défavorise la sortie rapide déONA
des endosomes. Cette sortie de I'ADN est améliséedes agents endosomolytiques, comme la
chloroquiné'’ ou les peptides fusiogénes, sont associés aplexas PLL/ADN™,

Pour limiter la toxicité de la PLL, des modificat®sont apportées a ce polymére par le greffage du
poly(éthyléne glycol) (PEGY, de dextrat® ou de I'histidiné®.

L'ajout de résidus contenant la fonction imidaz@lacide imidazoyle acétiqu& ou I'histidine)
permet une plus grande efficacité de transfettion
La PLL modifiée par I'acide imidazoyle acétiquey(fie 1-13) est obtenue par la réaction d’amidagiaine

la fonction carboxylique de I'acide imidazoyle agée et 'amine primaire de la PE42

amidation
< .
+ N EDAC, NHS

[y e

24 heures

" Ln
* N

Figure 1-13: synthése de la PLL-graft-acide imidazoyle acéggpar la réaction d'amidation

L’apport de limidazole sur la PLL diminue le taukamines protonables par macromolécule au pH
physiologique (pH=7,4) car le pKa du groupementambyle se situe a pKa= 6,5. Lors d'expériencagetie
retard, la PLL-greffée-acide imidazoyle retarde ptatement 'ADN a partir du ratio N/P (ratio molair
entre le nombre d’atomes d’azote (N) protonablepalymere par rapport au nombre de phosphate #®) da
'ADN) de 2:1 alors que ce ratio est de 1:1 pourctenplexe PLL/ADN. Au ratio N/P=2, la taille des
polyplexes formés est inférieure a 150 nm.

Le greffage d'acide imidazole diminue aussi la xicité de la poly(L-lysine) sur plusieurs lignées
cellulaires transfectées : les cellules CRL 14@8ukes musculaires de souris, les macrophages3(PBget

les cellules de carcinome hépatocellulaire humaiHepG2).
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Midoux et coll!** ont greffé de I'histidine sur la PLL 24130 g.mglar une réaction d’amidation
(figure 1-14). Les auteurs proposent d'utiliserpespriétés de la L-histidine pour diminuer la dgtacité de

ce nouveau polymere tout en augmentant son effécdei transfection.
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Figure 1-14: structure de la poly (L-lysine) histidinilée

Les tailles des complexes PLL-histidinilée/ADN, aatio w/w=3/1 (rapport N/P=5/1), sont
déterminées dans plusieurs milieux, a pH de 7,4 :
- 140 nm, dans le tampon HEPES 5 mM.
- entre 105 nm et 140 nm, dans les solutions agueiummponnée suivantes : a) eau, b) eau conte¥ade
glucose, et c) tampon HEPES en présence de sémes grotéines qui le constituent,
- 105 nm a 800 nm, dans de I'’eau contenant 5%wbege puis dilué dans du sérum.
La présence du sérum physiologitjueu de 10% de sérum de veau foetal provoque uneeaugtion de
tailles des complexes, expliquée par les interasté@ectrostatiques entre les protéines anionifpesnple :
I'héparine) du sérum et les polyplexes cationiques.

- de l'ordre de 1 & 3 um, en milieu physiologigten présence de sels.

Midoux a démontré que le maximum de transfectiquaggit pour des PLL modifiées entre 12% et
53% en résidus histidine. Cette amélioration dsibate a I'augmentation de I'effet éponge a prqianle
groupement imidazoyle de I'histidirie*" 13
Cette méme équipe a démontré que les PLLs hidédmide faible masse molaire n'améliorent pas la

transfection,

Dans le méme temps, I'équipe de Béhha greffé la poly (L-histidine) sur la chaine dePlal par

une réaction d'amidation (figure 1-15). Le dosag®le base du polymere a montré que le greffageade |
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poly(L-histidine) augmente la capacité de I'effpbage a proton de ce polymére par rapport a la Bahs

I'’endosome.
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Figure 1-15: synthése de la N-acétyle-poly(L-histidine)-grafoly(L-lysine)**

L’étude sur gel retard montre que la N-acétyl-poli(stidine-graft-poly(L-lysine) (PLL-g-PLH) compike
efficacement ’ADN a partir d’un ratio vecteur/ADde 20 (w/w). Les polyplexes PLL-g-PLH/ADN donnent
de meilleurs résultats en transfection que les giekes ADN/PLL. La présence de chloroquine (agent
endosomolitique) augmente encore l'efficacité detréansfection, démontrant dans ce cas une limite a
l'activité tampon des fonctions imidazole dans ee¢mplé®. Sans chloroquine, ce nouveau polymére
transfecte efficacement pour un ratio ADN/vectaupeids de (w/w) = 1/20. Il est aussi moins toeique

la PLL. Une viabilité cellulaire de 80 % est déterée aprés une injection de complexes ADN/PLL-g-PLH

alors que seulement 40% des cellules résistenpi@&ence de la PLL seule.

Depuis la synthese de la poly(L-lysine) histidiailde I'équipe de Midoux, de nouvelles molécules
sont apparues a base de poly(L-histidine). Cesnmlgs possédent les propriétés de I'histidine gat s

importantes pour une bonne transfection des csllule

III-2. 3. 3 La poly(L-histidine) et ses dérivés

A pH physiologique, la poly(L-histidine) est insbla dans I'eau, car le cycle imidazole n’est pas

chargé (figure 1-16). Cela limite son applicationtieérapie génique.
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Figure 1-16: Structure de la poly(L-histidine)

De ce fait, différents dérivés de la poly(L-histi€]) ont été synthétisés pour améliorer sa solalstit
permettre d'utiliser ses propriétés d’éponge agorddrs d'expériences de transfection. L'équipesdyama
s’est spécialisée dans la synthése et I'étude é@ged de la poly(L-histidine) en fixant diverseslétules
sur le cycle imidazole de la poly(L-histidine).

Le premier dérivé créé est la poly(L-histidine) aé®, synthétisée par une réaction d'alkylationigligtde
la fonction imidazole de la poly(L-histidine) pard-bromoéthylamine hydrobromure (figure 1-1¥R&)Le
deuxieme dérivé est la poly(L-histidine) carboxynyé. Elle est aussi réalisée par une réactiorkgation

entre la poly(L-histidine) et I'acide iodoacétigiigure 1-17B§*°.

N\/NH

\/
DMSO Alkylation
60°C .
144 heure: H20 pH=5| Alkylation
25°C
72 heures
HN \ N
_ coon Hooc>
i &N/OTN HN/\N
Pn N —
’ u o o
— /if N % ™~
n H IH
N, N n
S O N\__ ©
1
<N</N N\/N>
HN

COOH HooC

Figure 1-17: synthése de la Poly(L-histidine) aminée par kaction d'alkylatiort?’(A)et de la poly(L-histidine)
carboxyméthyle par alkylatioli® (B)

La poly(L-histidine) aminée présente une faiblenbBse a pH physiologique, attribuée a son
insertion dans la bicouche lipidique induisant sarnpéabilité. En revanche, la poly(L-histine)
carboxyméthyle posséde une activité hémolytiqudigeaple (a pH=7,4 et pH=6). A pH=5 et en présence
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des charges cationiques du cycle imidazole, ceftiwité augmente et détruit les hématies. La poly(L
histine) carboxyméthyle est donc moins toxique lguymoly(L-histidine) aminée.

Comparé a I'ADN seul, la présence du carboxyméthglay(L-histidine) permet une meilleure
transfectiof?®,

Pour les poly(L-histidine) aminée et carboxyméthyla présence d’amines non protonées a pH
physiologique, sur le groupement imidazoyle destidine (pKa=6), confére a ces molécules un pouvoir
tampon efficace pour la sortie de 'endosome. Reyoly(L-histidine) aminée, seule les amines piiega
(pKa=10) peuvent étre protonées a pH=7,5. A pH¥6plkeis des amines primaires, 50% des fonctions
imidazole de I'histidine sont aussi protonées. hasoparticules comportant des charges de surfasitves
introduites par l'excés de poly(L-histidine) amiadpéche l'agrégation des polyplexes. Ce polymére es
soluble & pH élevé, empéchent I'apparition de zdmeurbiditdé?’, & pH physiologique, car I'apport des
amines primaires sur la poly(L-histidine) lui comféun caractére cationigid permettant de condenser
efficacement 'ADN.

La poly(L-histidine) carboxyméthyle est anioniqugta physiologique. Ce polymére est employé comme
une seconde protection par complexation & un petgplADN/bPE®, Cette association permet une
meilleure efficacité de transfection par rapport eemplexe formé ADN/bPEI et une cytotoxicité
négligeable. De plus, cette seconde protectiomnésessaire car a pH=7,4, les charges négativea de |
poly(L-histidine) carboxyméthyle interagissent aves charges positives de la bPEI, qui, en présdase

protéines du sérum, empéchent le complexe ADN/bREY(L-histidine) carboxyméthyle de s’agréger.

Parallelement & ces vecteurs, de nouveaux vecéieln@se de cyclodextrine apparaissent et apporte des

résultats de toxicité et de transfection satisfasaour le transfert de géne.

II1-2. 3. 4 La polyamine-cyclodextrine

Depuis 1999, I'équipe de Davis propose la synth#s@e nouvelle famille de polymeres cationiques
contenant des cyclodextrines (CDs) dans la chanegndensation de CD bifonctionnelle avec un sgcon
monomére bifonctionnel comportant des fonctionsnanirotonable$® **° Cette nouvelle stratégie permet
d'utiliser les propriétés de la cavité de la CD peut participer & des fonctionnalisations ultéesyar des
molécules de ciblages/furtivantes fonctionnaliggaad'adamantane.

Davis et al®® polymérisent la 6A, 6D-Dideoxy-6A, 6D-diamifeyclodextrine (CD1) et 6A, 6D-
dideoxy-6A, 6D-di (2-aminoethanethio) B-cyclodextrine (CD2) avec des composés fonctionnels
cationiques (diméthylsuberimidate.2HCI ou DMS) pdormer un copolymere alterné comportant des

fonctions cationisables et des cyclodextrines dansotif de répétition (figure 1-18).
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Figure 1-18: Synthese des copolyméres 6A, 6D-Dideoxy-6A,de@mino-B-cyclodextrine-DMS (A) et 6A, 6D-
dideoxy-6A, 6D - di (2-aminoethanethiop-cyclodextrine-DMS (B)

L’équipe Davis utilise I'expérience du gel retardup démontrer l'interaction de 'ADN avec les
cyclodextrines initiales CD1 et CD2 et des polyrséZ®3 et CD4 qui en proviennent.
Les auteurs annoncent que le polymere CD3 ne comlas 'ADN, dans une solution aqueuse contenant
150 mM de NacCl, tout comme le composé3@D d’origine (CD1). lls expliquent ceésultat par une grande
proximité des ammoniums de CD1 et CD3 de la calét® CDs, qui peut aussi étre considéré comme un
obstacle stérique a la complexation de I’ADN. lisntrent aussi que le composé CD2 lie aisément I'ABN
88%) dans un milieu aqueux, mais ils ne donnentl@astio N/P de complexation. Le polymere CD4
complexe le plasmide dans une solution aqueuserant 150 mM de NaCl, & partir du ratio N/P dell,5/
Le DMS doit améliorer la solubilité de la cyclodexé en milieu salin, permettant dans ce cas deptaar
I’ADN.
Les auteurs démontrent aussi qu’en solution aqukusaille des complexes CD4/ADN est de 150 nm
(N/P=1,5/1). Des agrégats sont observés en présiensel.
Les testsn vitro, réalisés sur les cellules BHK-21 (cellules dasale hamster doré) et les cellules CHO-K1
(cellules ovariennes d’hamster chinois), sont aéites par le test de la luciférase. D’aprés leswaat le
CD4, au ratio N/P=70, transfecte autant les cdaluBK-21 que la bPEI (N/P=20) dans un tampon
phosphate salin (PBS) pH=7,4 et contenant 10%&devs Pour les cellules CHO-K1, la transfection des
complexes CD4/ADN est plus faible par rapport BR&| pour des ratios N/P>10.
Le test de cytotoxicité de la CD4 est déterminé lpaguantité de protéines observée issue de |yks
cellules transfectées. L'équipe de Davis remarquee lg bPEI, au ratio N/P=20, est tres toxique pesr
cellules BHK-21 et CHO-K1, en tampon phosphate 8alPBS (30% de cellules viables). Les complexes
CD4/ADN (N/P de 20 a 70) sont peu toxiques, posardellules BHK-21 (90% de cellules viables) dans le

tampon PBS par rapport a la bPEI. En présence #@edEsérum, la toxicité des polyplexes augmente et
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ne reste que 40% de cellules BHK-21 viables. Pesirckllules CHO-K1, quel que soit le ratio N/Pis#il
(N/P de 1,5 a 70), les polyplexes CD4/ADN ne sat xiques (100%de cellules viable), dans le tampo
PBS, avec ou sans sérum.

La stratégie de Gonzalet al”®, de synthétiser de nouveaux vecteurs originaurse lde cyclodextrine,
apporte des résultats intéressants en cytotoxpiénettant d’utiliser des ratios de complexatimportant
(N/P=50) pour obtenir une efficacité de transfectgale a la bPEI (N/P=20).

Les dérivés a base de poly(lysine), de poly(histidou de poly(cyclodextrine) ont montré de bon

résultats de transfection, mais sont supplantéagaoly(éthylénimine) et ses dérives.

III-2. 3. 5 Les poly(éthylenimine)s (PEIs) et ses dérivés

III- 2. 3. 5. 1 Les poly(éthyléenimine)s

La PEI est un polymeére cationique a pH physiologigtifut proposée pour la thérapie génique par
Boussif et df. La structure de ce polymére est une successiguieide motifs -CHCH,NH-. Il existe deux

sortes de PEls, la poly(éthylenimine) linéaire (JRE la poly(éthylenimine) branchée (bPEI) (figurd9).

X H H »
A {‘ﬁ/\/N\/\H/\/N\/\H/\I}

H3N

Figure 1-19 : Structures chimiques de la IPEI (A) et de la bPEB)

Les PEls sont solubles dans I'eau, a pH physiolegigpH=7,4), du fait de leur densité de charge
provenant de la protonation des amines primair®&l} secondaires (IPEI) et bPEI) et tertiairesHBP
Elles possédent un bon pouvoir tampon (entre pHe# A5), intéressant pour la thérapie géniquei €stc

expliqué par un nombre important d'amines non préés a pH=7,4. Dans I'endosome, l'effet éponge a
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protons (expliqué au paragraphe II- 2.3.) des PEimet de déstabiliser la membrane endosoffial& et

de libérer 'ADN dans le cytosol.

La différence d'architecture entre la IPEI et laEbPs’expligue par deux voies de synthése
différentes.

La bPEI est obtenue par polymeérisation cationicareopiverture de cycles de 'aziridine (en masse, a
basse température ou en solution aqueuse ou ajaddfi *3.

La IPEI est obtenue en deux étapes :

- Par la polymérisation cationique par ouvertureytdes alkyloxazoline,

- Puis par une hydrolyse, acide ou basique, degalpgloxazolines permettant d'obtenir des
IPEIS'*. La IPEI la plus utilisée, issue de la poly(etxgpoline) commercialement disponible, posséde une

masse molaire de 22000 gmol

II1-2. 3. 5. 1. 1 — Etude physico-chimique des PEILs

Afin de connaitre la densité de charge de la AEéglire et branchée 25000 gijoén fonction du
pH, Mengarelli et at*’ ont utilisé la méthode de titration, a différentemcentrations en PEI (0,23 M et
0,0465M). Cette étude a démontré que la densithdege de la macromolécule dépend de la concenntrati
en PEI. Mengarelli et al. ont montré qu'a pH phiaiiue, la solution de IPEI 25000 g.ma 0,0465M
posséde 12% d’ammonium tandis que celle a 0,23 bbque 14% d’ammonium. Ce faible écart de
protonation s’accentue vers les pH acides (a pe IBEI de 0,0465M possede 35% d’ammonium et IP
0,23molL* en a 40%). Ensuite, une comparaison du taux demation des deux PEIl de masse molaire
équivalente a mis en évidence qu'a pH physiologidaelPElI 25000 g.md| de concentration 0,23M,
posséde une densité de charge de 14% d’ammonitandis que la densité de charge de la bPEI 25000
g.mol*, dans les mémes conditions, est plus élevée (4@%ntbnium), en accord avec des résultats

préliminaires déja reporté§ 13142

II1-2. 3. 5. 1. 2 — Complexation et taille des polyplexes

Nous avons vu dans le paragraphe précédent qlieHest bPEI sont partiellement protonées a pH
physiologique permettant ainsi la formation de claxg avec I'ADN par interaction électrostatique. La
formation du polyplexe entre les PEI et le plasmielt conditionnée par le rapport N/P (nombre
d’ammonium du vecteur sur le nombre de phosphat&d@). Dans le tampon HEPES 10 mM a pH=7 4,
I'équipe de Fischer a démontré que les bPEls demasse molaire (25000 & 800000 ghhplermettent de
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former des polyplexes bPEI/ADN de taille plus ge{inviron 160 nm, pour le ratio N/P=6/1) que IP£ls

de faible masse molaire (environ 600 nm, pour k& r&l/P=6/1). Pour les bPEIs, quand le ratio N/P
augmente, la taille des complexes ADN/bPEI dimifiué&® L’équipe de Matdf® a démontré que les IPEls
de petite masse molaire (2500 a 10000 ¢infdrment des polyplexes de petite taille (entr® &0 150nm)

en tampon HEPES, pour un ratio N/P de 6/1.

Gould* et al. réalisent leur étude de taille des compexREI/ADN dans une solution aqueuse de NaCl
15mM. Les auteurs forment les complexes IPEI 220@@ol'/ADN directement dans la solution de NaCl.
lIs indiquent que pour les ratio N/P= 2/1, 6/11et1 les complexes s’agrégent et forment des piéetad’l
pm.

Dunlap et al. ont directement formulé les complelsB&l/plasmide dans une solution aqueuse contenant
150mM de NaCf” Ils obtiennent des tailles de polyplexes entr&280 nm, pour un ratio N/P= 1,6/1 des
complexes d’ADN formulés avec la IPEI (22000g.Mabu la bPEI(25000g.md), dans une solution saline
a 15 mM et 150 mM. Szoka et’8f.ont mesuré la taille du complexe bPEI/ADN pourratio N/P=6/1. La
taille du complexe est plus élevée que pour I'éguip Dunlap, mais elle toujours inférieure & 100 nm

Dans une solution aqueuse de glucose 5%, I'équip&alla* a démontré que la IPEI22KDa complexe
totalement ’ADN pour un ratio N/P=2/1. Pour legida N/P de 2, 6 et 10, les tailles des particules
stabilisent entre 50 et 60 nm (concentration esmlde de 10 a 500 pg/ml). La structure des polygsdex

réguliere, forme des spheres ou des toroides (déénoar la microscopie a balayage de force atorique

II1-2. 3. 5. 1. 3 — Transfection

In vitro, la comparaison des tests de transfection surelades 3T3 (Fibroblastes de souris) montre
que la IPEI 22000 gmboltransfecte mieux que les bPEls de haute massérentda 25 000 g/mol & 800 000
g/mol), pour les N/P optimaux, les complexes étlntaille proche de 160 nm. A noter que les |IPHlsel
masse molaire supérieure a 88 000 g/mol sont nedfitaces que les bPEls de haute masse mbfaita
masse molaire optimale des PEls pour la transfestiositue entre 700 et 25000 g/mol (figure 226
Comparée a d’autres polymeres, (poly(L-histidite,polypropylimines, les PEIs modifiées ou le abdine
(cf. : figure 1-20)), la IPEI 22000 gmbHonne de meilleurs résultats en transfeétfopour les cellules 3T3.

La IPEI (22000 gmol) est commercialisée sous le nom de jelt®Hiar la société Polyplus ou
ExGen500 par EUROMEDEX. Celles-ci sont souventigdls en tant que référence lors des tests de
comparaisonin vivo et in vitro avec les nouveaux polyméres créés (polymeres @ tbasPEl, PEG,
PLL...)"" 142
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Figure 1-20: Efficacité de différents polymeres cationiques gansfection in vitro (les cellules 3T3 sont
transfectées avec 2 mg de plasmide pPCMV-Luc, coréplevec des vecteur au ratio optimal de transfec8"

III-2. 3. 5. 1. 4 —Toxicité

Dans un but d’injecter un maximum d’ADN (comprigren50 pug et 100 ug), pour une transfection
in vivo, il faut utiliser un ratio N/P minimum de 20. Caepant, a ce ratio, seule la bPEI est tolérée mar le
cellules 3T3, car elle est moins toxique que laiPE" D'aprés GodbeY®, la PEI présente deux sortes de
toxicité pendant la transfection des cellules :

- La premiére est liée a la PEI libre (non compée®él’ADN). Le polymére qui est cationique,
interagit avec les molécules de charge négativ&dum. Cela provoque une précipitation de la REe lqui
adhére a la surface des cellules et déstabilise treembranés’

- la seconde est liee au complexe ADN/PEI. Aprdibé&ation de 'ADN dans le cytoplasme, la PEI

peut interagir avec les organites cellulaires leibier le fonctionnement de la cellgfteé*®
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L’équipe de Godbey a comparé la stabilité des cergd ADN/bPEI et ADN/poly(L-lysinen vivo
grace au test de digestion par la DNase et paméssres de fluorescence. La bPEI protege plusdornmg
I'’ADN que la poly(L-lysine) (PLL) (1 jour au lieued3 minj*°.

Il faut rappeler que les PEIs (linéaires et brapshépossédent une toxicité équivalente a la PLL.
L’équipe de Ficher utilise I'analyse de la déshygdmase de lactate (LDH) pour étudier la toxicite BEI.

Ce test est effectué sur fibroblastes de la sd®B®9 dans un milieu Dulbecco/Vogt modifié par un

minimum essentiel d’Eagle (DMEM contenant 10% édeum foetal de veau, 2 mM de glutamine a 37°C,
10% de CQet 95% d’humidité. D’aprés ce test, les bPEIs soxijues, pour une concentration supérieure a
0,1 mg/ml, car les résultats obtenus au bout d’beere apportent un taux de 55% en LDH. Cette
cytotoxicité est confirmée par le test de cytoti&idTT : a une concentration ce 0,1 mg/mL, la bPEI
engendrent une apoptose de 95% des cellules, aud®®&uiheures, entrainant la mort des sbtiris

En injection intraveineuse, la quantité de plasndidejecter dans les souris ne peut dépasser 100 ug
(souvent comprise entre 20 et 50 pg) car 'ADN astsi toxique. Avec cette quantité d'ADN, la taéci
mesurée de la IPEI impliqgue que le ratio maximaP Nitilisable en transfection intraveineuse ne peut
excéder 252 1%

Cette méthode de transfection active plus rapideheesystéme immunitaire contrairement a une tigac
par aérosol. Ce deuxieme protocole permet d’obtamérfaible toxicité chez les lapins. Apres lirjjen de
300 pug de pCMV-Luc complexé a la IPEI (N/P=5),dsttde la luciférase montre la présence d’une forte

transfection dans les poumédhs

Bien que l'utilisation de PEls conduit & des rédslintéressants en transfection, elles sont trés
toxiques pour les organes. Actuellement, les retiesr se tournent vers de nouveaux vecteurs syauleéta
base de bPEI et IPEI modifiées, pour diminuer factt® du polymére initial et augmenter le transide

gene.

III- 2. 3. 5. 2 Les modifications des PEIs

Depuis plusieurs années, la PEI la plus utilisé¢elae®PEIl, pour ses performancesvivo. De
nombreux dérivés de ce polymere sont apparus painuker sa toxicité. Peu de dérivés de la IPEI sont
répertoriés dans la littérature. Nous allons doraems ce paragraphe I'ensemble des stratégies pour
améliorer les performances des PEI en tant quewesynthétiques.

Les PEls ont premiérement été modifiées par deposés possédant des chaines hydrophobes qui
permettent une diminution de leur cytotoxicité ek uamélioration de la délivrance de I'ADN dans les

cellules® Ces nouveaux polyméres doivent garder un bongoaemplexant de I’ADN, en permettant la
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formulation de nanoparticules de petite tafflafin que les polyplexes puissent entrer facilentents la

cellule en utilisant les voies d’endocytose dedliute™.

I11-2. 3. 5. 2. 1 — Les PEIs modifiées poly(éthyl oxazoline)

Brissault et al. ont synthétisé les poly(éthyl-adlame-co-éthylenimine) (LP(EtOXZo-El)),
poly(ethylenimineco-N-propyl-ethylénimine) (LP(EEO-NPEI), poly(éthyl-oxazolineo-N-
propyléthylénimine) (LPNPEI) (figure 1-2'€§ **> Ce travail avait pour objectif d’étudier les priépés de
transfection des dérivés de la IPEI en fonctioulislers paramétres structuraux.

Certains de ces polymeéres (LP(El-co-NPEI) et LPNRBEsedent des amines tertiaires dont le pKa
est inférieur a celui des amines secondaires d@Bh Ceci implique que le taux de protonation par
macromolécule a pH physiologique est plus faible paur la IPEI, empéchant une bonne complexation du

plasmide.
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Figure 1-21: synthése des copolyméres LP(El-co-PEI) et LNPEI

La deuxiéme série de polymére synthétisée par &risset al®® est composée de la
poly(éthylenimineeo-N-(2-aminoéthyléthylénimine)) et de la poly(éthyildine-co-N-(2-
diméthylaminoéthyl)éthylenimine) (figure 1-22). @avail consiste a étudier l'influence de la clasies
amines sur la capacité des vecteurs synthétisemsfeécter 'ADN. L'efficacité du pouvoir tampon des
polymeres diminue avec I'augmentation du degréuthstgution de la IPEI. Les amines tertiaires apjes
par la modification de la IPEI diminue la basiait®yenne du polymere et donc réduit son effet ép@nge

protons.
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Figure 1-22: synthésede des copolymeéres poly(éthylenimindNe@-aminoéthylénimine) (A) et la
poly(éthyleénimine-co-N-(2-diméthylaminoéthyl)éthylinine)(B)

L'expérience de gel retard montre que tous cesnpdlgs®® sont capables de complexer I'’ADN.
Mais comparés a la IPEI il faut augmenter le raidre ces polyméres et 'ADN pour obtenir une
complexation totale du plasmide (le ratio vectexNw/w varie de 1/1 a 15/1 selon les polyméres}teCe
augmentation s’explique par la diminution du taxpadotonation par macromolécule a pH=7,4 provoquée
par la modification de la IPEI. Toutefois, les I8l des complexes sont du méme ordre de grandeam{j7/
et le potentiel zéta reste positif (environ +20 mylielle que soit la nature des amines (secondaires
tertiaires) sur les vecteurs.

La poly(éthylénimine-co-N-(2-aminoéthylenimine) péde les mémes taux d'amines que la bPEI
tout en étant linéaire. Les auteurs se sont affiarae I'effet d’architecture du polymere. Lesulésts de
transfection de ce copolymere sont similaires &R&I, permettant de déduire que I'architecture uest
parametre important et qu'’il faut mieux utilisesgelymeres linéaires.

Les autres polymer&$ apportent de moins bons résultats de transfegtiena bPEI 25 000 gmibl
et la IPEI 22 000 gmdlsur les cellules de carcinome hépatocellulairedines (HepG2). La présence des
groupements propyle réduit la transfection.

Malgré des résultats décevants en transfert de, g&seétudes ont démontré que les vecteurs (quels g
soient leurs taux de modification de la IPEI), gaet un comportement proche de la IPEI 22000 ¢-niol
semble donc que la topologie et la flexibilité dacteur soient des parameétres plus importants goadae

des amines portées par les polymeres utilisésnemie vecteurs.
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I11-2. 3. 5. 2. 2 — Les Poly(éthylenimine)-co-poly(éthyléne glycol) PEIs-PEG

La synthése de la IPBHPOE & été réalisée par Brissalilet al Dans un premier temps, une
copolymérisation cationique est effectuée entréhylé oxazoline et le méthyle oxazoline (une
copolymérisation est effectuée pour diminuer leactiéns de transfert et accroitre la Mn du bloc
alkyloxazoline) avec pour amorceur du poly(oxydétlylenea-méthoxy«-4-toluéne sulfonate) de masse
molaire 2000 g.mdl. La réaction est réalisée dans I'acétonitrile 203ZEnsduite, le copolymére statistique &
base d'oxazoline est hydrolysé totalement par hyskdbasique. Cette hydrolyse coupe les résidysecth
méthyle de la poly(éthyloxazoline-co-méthyloxaze)irafin d'obtenir la IPEI (figure 1-23). Le polyfale
d’éthylene}>’ permet d’accroitre la solubilité dans l'eau a #¥é& du segment polyamine et peut permettre

une stabilisation stérique dans le cas de formatéopolyplexes avec I'ADN.
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Figure 1-23: Synthése du poly(EG-b-EI)

Le poly(EGb-EI)**" (IPEI 20kDa) complexe totalement 'ADN pour unioatw/w) poly(EGb-
EIl)/ADN de 2, plus élevé que dans le cas de la IPE{Da (w/w=0,75). La formulation du complexe
poly(EGH-EI)/ADN dans de I'eau contenant 5% de glucose dotes particules de taille de 70 nm, plus
petite que la taille des complexes IPEI 22000g#dDN (100 nm) (pour un ratio poly(EG-EI)/ADN
w/w=62,5/25) . Toutefois, la présence de sel (Nal&) mM) fait augmenter le diamétre des polyplexes
jusqu’a 1 pum (ratio w/w=62,5/25). Malgré I'utilisat de PEG, le potentiel z&ta de ces particulep@sitif,
impliquant une localisation de fragment de PElenfie€e du polyplexe.

157

Les étudesin vitro, du poly(EGbk-EI)™" sur des cellules embryonnaires de rein humainékg93) et

HepG2 montrent que ce nouveau polymere donne leseméesultats en transfection et en cytotoxicie qu
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la IPEI. Pour mettre a profit les propriétés du PE&ui-ci doit recouvrir I'extérieur de la partieu De ce

fait, il doit étre introduit aprés la formation damplexe IPEI/ADN.

I11-2. 3. 5. 2. 3 — Les PEIs-cyclodextrines

Bien que l'équipe de Davis ait démontré que I'séition des cyclodextrines (CDs), permette
d’obtenir des vecteurs trés peu toxiques, pouralestert de géne, les polyamines-CD synthétiséesrtgmt
des résultats un peu décevants en transfectiorapport a la poly(éthylénimine) branchée (bP21}* De
ce fait, 'équipe a changé de stratégie en greflast CDs directement sur la bPB1 **° par une
monomaodification de la CD par une fonction tosytsagissant ensuite sur la bPEI (figure 1-24). LlRElb
CD permettent une fonctionnalisation non covalade polyplexes par des fonctions de furtivité ou de
ciblage : la cavité de la CD peut former un comeleXinclusion avec une molécule d’adamantane
fonctionnalisée par une chaine de poly(éthylenecad)y (furtivité), ou un ligand (galactose, folate,
transferrine pour le ciblage). Les ligands sélentés sont spécifiques des organes visés (foie, mount®.
Cette approche originale permet d’obtenir un systéapramoléculaire extrémement versatile.

Punet al!®® ont modifié & la fois la bPEI 25000 g.Mdfigure 1-24A) et la IPEI 25000 g.mb{cf. :
figure 1-23B) par du 6-monotosflcyclodextrine, par une réaction de substitutiooléaphile. Puret al.
montrent que pour un taux de greffage de 12% enl&bBPEI-CB® retarde complétement '’ADN pour un
ratio N/P de 10, alors que la IPEGD forme des agrégats ne permettant pas la traimsfede cellules. Pun
et al. démontrent aussi qu’en solution aqueuse conteltElhimM de NaCl, la taille des polyplexes bPEI-
BCD/ADN et IPEISCD/ADN est d’environ 300 nm. La présence de PEGraddane, permet de garder une
taille de particules constante de 150 nm, en poésee selln vitro, 'augmentation du taux de greffage

en CD sur la bPEI réduit I'efficacité du transfeéet géne.
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Figure 1-24: Synthése de la bPEI 25000 gneBCD et de la IPEI25000 gmdtACD

Punet al. ont déterminé I'lC50 du vecteur a base de CD. i@®pe test, la bPEI possede un IC50
d’environ 0,5 mM (concentration exprimée en fonetaomine portée par le polymeére) alors que la bHEI-C
8% et bPEI-CD 16% possedent respectivement un #850,6 mM et de 6,7 mM en fonctions amine, plus

éleveé, indiquant une diminution de la cytotoxidtévecteur.

Forrest® s’est Iui aussi intéressé a la modification dbR&!| 25000 g.mdi par de la cyclodextrine
tosylée, selon la méme méthode que Pun (figureB):-24es complexes vecteur/ADN sont réalisés dans 20
mM de tampon PIPE (tampon pipérazine-N, N'-bist{ivéesulfonique) et 150 mM de NaCl (pH=3). Les
vecteurs CD-bPEI complexent totalement 'ADN a padun ratio vecteur/ ADN en poids de 0,7/1
(N/P=3,1/1), plus élevé que pour le bPEI 25000 ¢nfar/w=0,3/1) et la détermination du potentiel zéta
montre que ces polyplexes sont neutres. La ta@iteadmplexes de bPEI-CD/ADN se situe entre 10Q@t 2
nm dans le tampon PIPE/NaClI, pour un ratio CD-bRBMN (w/w)=2/1.

Forrest fait remarquer dn'vitro, la bPEI 2500@3CD permet une délivrance de géne légerement
supérieure (5.101 ng de luciférase/ g totale dééjmes) a celle de la bPEI 25000 g.m@l.10" ng de
luciférase/ g. totale de protéines), pour les tedluembryonnaires de rein humaines (HEK293).
L'interprétation de ce résultat est que la présedirdaBCD aide la déstabilisation de la paroi de I'endosom
en formant des complexes d’inclusion avec le chétekcomposant la membrane.

Les tests cytotoxicité MTT sur les cellules HEK288ntrent une réduction de I'activité métabolique
des cellules en présence de bPEI de 50% (pour aneewtration de 15ug/mL), alors qu'a la méme
concentration, l'activité métabolique des cellules, présence de la bPEI 250B0D, reste identique au

témoin (cellules seules).
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Depuis 2006, Tangt al. greffent des dérivés @CD"’ et desyCD'® sur des poly(éthylénimines) de
faible masse molaire (600 g.rmykfigure 1-25).

légende
Q : Peptide

Figure 1-25: Synthése de la bPEBCD-peptide et de la bPEJCD-peptidé®

L’équipe de Tang a démontré que leurs polymeeeSBPEIYCD et la bPENCD-peptide complexent
totalement ’ADN a partir d’'un ratio N/P de 6 :1u/atio N/P=40, la taille du complexe est de 150atre
potentiel zéta de 23 mV. La taille du polyplexe BRED-peptide/ADN est la méme que celle du complexe
bPEIYCD/ADN (150nm).

In vitro, les polyplexes bPBICD™YADN et bPEIyCD-peptide/ADN transfectent mieux les cellules
d’adénocarcinome ovarien humain (SKOV-3) que lalfEB00 gmof. Ces molécules ne sont pas toxiques.
Pour un ratio N/P=120, toutes les cellules tranéfsrsont viabledn vivo, les résultats du transfert de gene
ne dépassent pas 5°1RLU/mg de tissus, pour les cellules SCKOV-3, qut été transplantées dans
l'aisselle droite des souris athymiques pour étdbe modéles de tumeur. L’équipe de Tang a obsgneé
diminution de la cytotoxicité des vecteurs en saitit de faibles masses molaires de bPEI. Ces atssult
confirment ces premieres remarques, concernantoldification de bPEI de faible masse molaire par la
pCDY.

Le vecteur synthétisé par Tang est intéressanil st hydrosoluble et biodégradable dans les

conditions physiologiques, permettant son élimoratle la cellule.
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I11-2. 3. 5. 2. 4 — Les PEIs acétylées

L'équipe de Pack® **a acétylé la bPEI 25000 g.rfo{figure 1-26) dans le but d’augmenter la
transfection et de diminuer la cytotoxicité de REb Les amines primaires et secondaires de la BBEI0
g.mol* sont acétylées par de l'anhydride acétique. Laadi@p tampon du polymére diminue avec
'augmentation du taux de greffage en substituané&yle. Cet effet est associé a la diminution clobre

des amines primaires et secondaires par macronléises en jeu lors de I'acétylation de la bPEI.

o o o o)
A )k )J\ . A )J\ )k
o HN——bPEI N—bPEI  * OH

MeOH
o o 0 0
bPEI bPEI
B )J\ )J\ HN/ —>A )J\ / + )J\
+ N OH
o MeOH
\bPEI e

Figure 1-26: réaction d'acétylation sur les amines primairé4) et les amines secondaires (B) de la bPEl a 60°C
durant 4 heure$®*

L’équipe de Pack utilise I'expérience du gel retaodir montrer la complexation de '’ADN avec les
bPEI-Ac par I'absence de migration du complexe \eexzathode. Ce test informe que les polymeres/ését
(bPEI-Ac) complexent totalement 'ADN pour un ratrecteur/plasmide (w/w) de 0,5/1 (complexe bPEI-
Acz/ADN, N/P=2,3), plus élevé que pour la bPEI (w/wED1 donc N/P=1,35), et ce ratio augmente avec
degré d'acétylation (w/w=1.7 pour le complexe bREl,JADN). La modification de la bPEI fait
disparaitre des amines primaires et secondair@sdditi de fonctions amide. De ce fait, pour un méau
N/P=1,35, les bPEI-Ac sont moins chargées a pH=déavorisant la complexation avec le plasmide.
D’aprés Doob¥f®, le choix des chaines hydrophobes est importariesahaines pendantes courtes (acétyles
et butanoiques) améliorent I'efficacité de compierade 'ADN.

Les polyplexes bPEI acétylées/ADN sont formuléssd@0 mM de tampon PIPES, pH=7,4,
contenant 150 mM de NaCl. Le diamétre des comp)exes élevé que celui des complexes bPEI/ADN
(entre 40 et 60 nm), varie entre 80 et 250 nmdnedicteur/ADN (w/w)=2/1), selon le degré de modifion
de la bPEI (entre 15 et 97%). Pour la bPEI-Ac médifi 97% et 100% (greffage des amines primaires et
secondaires), la taille des complexes varie erifeet 750 nm. A ce ratio (w/w)=2/1, le potentielazde la
bPEI-Ac se situe entre 8 et 11 mV, alors que aiua bPEI 25000g.mol(N/P=15) est plus élevé (15 mV).
Cette diminution est associée a la diminution dasw@amine protonables par macromolécule.

Les auteurs ont observé que la transfectiowitro, sur les cellules musculaires squelettiques deissou
(myoblastes, C2C12) et les cellules d’adénocarcendmsein humaines (MDA-MB-231), augmente avec le

taux croissant d'acétylation jusqu’a un optimunsgestivement 1*10et 5*10° RLU/ug de protéines),
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obtenu pour les bPEI-Ac modifiées par 43% et 57%t@énes acétyls **4 |Les bPEI-Ac possédant un fort
taux en groupements acétyle (> a 57%) ne transfeples les cellules. Forrest al. ont montré que la
présence du sérum diminue l'efficacité du transfiertgéne, pour les bPEI-Ac (171€t 5.16 RLU/ug de
protéine au lieu de 5*f(RLU/ug de protéine pour les bPEI-Ac 43% et bPEISX&6). La transfection est
possible en présence de sérum car les groupemeétygearéduisent la charge de surface de la bPEI,
diminuant ainsi les interactions €électrostatiqueseeles complexes et les protéines du sérum.

L’étude de cytotoxicité, réalisée sur les bPEI-Amntre qu'a une concentration de 50 pg/ml en
polymere, toutes les bPEI-Ac sont moins toxiques lgwPEI.

Il est donc intéressant de greffer des chaineylasésur la bPEI car elles améliorent le tranddert

gene et diminuent la toxicité du polymére.

Nimeshet al®® ont réalisé un gel physique, donc dynamique, gdange de la bPEI 750000 g.mol
! acétylée (bPEI-Ac) et de poly(éthyléne glycol) pisosphate (PEG-bis-P), (figure 1-27). L'objectif es
d'utiliser le PEG pour rendre furtif des nanopaitie a base de ce gel et 'ADN. L'approche geliphgsest
utilisée afin de permettre au systeme auto-asstec# réorganiser en présence d’ADN de maniére&aye
de facon ultime, des nanoparticules coeur-courooorstituées d'un polyplexe ADN-PEI entouré d'une

couronne de PEG.

NH,
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n

~ (RCOR0O  MeOH
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Figure 1-27: Synthése de la bPEI acétylée, puis associatiarPEEG-bis-phosphati&®

Les amines primaires et secondaires de la bPEt asxtylées, soit par de I'anhydride acétique, de
I'anhydride propionique ou de I'anhydride butyrigmeur examiner les effets de la longueur de langhai
acétyle sur les interactions physiques et l'effitgacle transfection. Il est important de signalee des

auteurs n’ont pas déterminé le diamétre de leutcpkes de gel avant de le complexer au plasmide.
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La titration de la bPEI-Ac-PEG montre une réductionpouvoir tampon de la bPEI 750000 g.mol
impliquant une tendance de protonation des gelsRiid qui se réduit de maniére significative selalux
d’'acylation, engendrant la perte de groupes amilgsonibles pour la protonation, au pH physiologiqu
(pH=7,4).

Les auteurs ont montré par migration sur gel retprel le gel bPEI-Ac/PEG complexe totalement
I’ADN pour un ratio vecteur/ADN de 5/0,5 (w/w), dleeque soit la longueur de la chaine acétyle safpie
la bPEI complexe I'ADN a partir du ratio bPEI/ADN 6,15/0,5 (w/w). La nécessité d'une grande géantit
de vecteur chimique est expliguée a nouveau padimi@ution d'unités cationiques par macromolécate,
l'interaction entre la bPEIl-ac et le PEG di phospha
Les auteurs démontrent que la longueur des chat@gles utilisées (acétyle, propionique et butyg)gn’a
pas d'influence sur la taille des polyplexes bPEH?EG/ADN, évaluée a environ 100 nm, en milieu
aqueux. En comparaison, les complexes bPEI/&Bsbnt plus volumineux. La formulation des polyplexe
dans un sérum ne change pas la taille des padicule
La présence des chaines acétyles entraine uneutiimnirdu potentiel zéta du polymere, qui restétiidars
d'une formulation avec un plasmide.

Nimeshet al. ont montré que la transfectiam vitro du polyplexe bPEI-Ac-PEG/ADN est 5 a 12 foisplu
importante que celle du complexe bPEI-Ac/ADN.

D’apres le test de cytotoxicité MTT, le réseau bREIPEG est peu toxique. La concentration toléielgs
cellules de ce vecteur est de 187 pg/ml, plus élexe celle des bPEI-Ac de Forrest (25pg/ml). L& PE
permet aussi de diminuer la toxicité du vecteur.

L’idée d'interaction physique entre la bPE-Ac ePIEG est intéressante car elle diminue le dianugee

particules, et la toxicité du vecteur.

IIT-2. 3. 5. 2. 5 — Les PEIs-alkylée-carboxyle

L'équipe d’Okuee a modifié la bPEI (10000 g.that 25000 g.mal)*®" ' par un composé
carboxylique (figure 1-28), afin de créer un nouveacteur dans l'objectif de transfecter les ndastbmes
(Neuro2A), par dessiARN (small interfering ARN). Bien que lesiARN soit des macromolécules
sensiblement différentes des plasmides, qui ndéseissent dans ce travail, il est possible de dieecette
étude des renseignements pertinents pour le tradsfgene.

Le greffage de l'acide 1-bromoacétique sur la bREl effectué par la réaction d’alkylation
entrainant une disparition d'une fraction de famdiamine primaire et secondaire au profit de fonst
amines secondaires et tertiaires. Cela réduiti¢aéfté tampon du polymeére initial. Les auteursppsent
gue 'augmentation du taux de greffage réduiseolespir tampon du polymére initial tout en permettame

augmentation de la solubilité des complexes bPHlecg/latesiARN.
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Figure 1-28: réaction d'alkylation de la bPE

Les polyméres faiblement carboxylés (6-8'%)*%®

cationiquesiARN de 6/1 (w/w) pour la bPEI 10000 g.ifalarboxylate et de 2/1 pour la bPEI 25000 g-mol

carboxylate. A pH physiologique, ce polymére possgk fraction de charges négatives équivalentauau

complexent les siARMN un ratio polymere

de greffage en unités alkylcarboxylate. Ceci en&raine diminution du pouvoir complexant de ce p@lsam
vis a vis desiARN dans un tampon HEPES 20 mM. Le rapport massiggessaire a la complexation totale
de siARN est donc bien supérieur a celui nécesdains le cas d'utilisation de bPEI de méme mastanso

et dans les mémes conditions. Les bPEI possédaiotrtutaux de fonctions carboxylate par macromdiécu
ne complexent pas lssARN.

La taille des polyplexes formés avec les bPEI caylate est de 30 nm (bPEI 25000 g.théR6 carboxylate)

et de 195 nm (bPEI 10000 g.rfid8% carboxylate) pour un ratio vecteur/ADN w/w=2fans un tampon
HBG, pH=7,2 ; contenant 20mM d’HEPES et 5% de gbacd.es bPEI faiblement modifiées possédent un
potentiel zéta positif a pH=7,4, et complexent ceffiement le polyanion. Globalement, nous pouvons
imaginer qu'un faible taux de substitution des fioms éthyléne imine par les unités carboxylatasindes
interactions électrostatiques attractives intrawbires, pouvant induire un phénoméne de condensdi
vecteur chimique. Les unités cationiques restaptesicipent a la formation de polyplexe avec I'ADN
plasmidique. Pour un taux de substitution en famsticarboxylate supérieur a 50%, alors le potenéiel du
polymére devient négatif, empéchant toute intevadiiktractive avec I'ADN.

Oskueet al.réalisent des tesis vitro sur des cellules du neuroblastome de souris (R&)r@ultivées dans

un milieu Dulbecco/Vogt modifié par un minimum essel d’'Eagle (DMEM). Les polyplexes sont préparés
dans le tampon HBG, pour des ratios entre w/w=€e2/8/1. Quelque soit le ratio, les bPEIls carboxylée
(bPEI 1000 g.ma! et 25000 g.mal)™®” 3 (figure 1-29) transfectent autant les cellules fd8A que la bPEI
25000 g.mot. Les auteurs remarquent une diminution de la tigxates polyplexes bPEI-carboxylate/ADN
avec l'augmentation du taux de greffage de la RESugigerent que cette diminution est corrélée a la

présence des fonctions carboxylate sur le polymére.
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Les auteurs montrent que la bPEI-carboxylate n'gppaucun avantage sur la transfection. Cependant,
sont moins toxiques que les bPEI non modifiéegjut@®uvre la voie a de nouveaux polyméres catiasgu

peu toxiques.

Une modification ultérieure de la bPEI-carboxylpte des oligopamines (spermine, spermidiri€’..)
a été conduite par amidation de facon a apporteratines primaires supplémentaires et éliminer une
fraction de charges négatives apportées par lestibois carboxylate (figure 1-29). La présence des
oligoamines augmente a nouveau la capacité tampgolymeére, grace aux amines primaires des résidus

greffés, et leur pouvoir tampon se rapproche de del la bPEI 10000 g.midl
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Figure 3-29: synthése de la bPEI carboxylate oligoaminée péaction d'amidation

Le greffage d'une fraction d'amines primaires ses bPEl-carboxylate-oligoamit€s améliore la
complexation du SIARN (ratio vecteur/SIARN (w/w2)/se rapprochant de celui de la bPEI hon modifiée
selon le degré de substitution des fonctions cafhtes. L'étude de la taille des complexes bPEI-
carboxylate-oligoamine, réalisée dans un tampon HBB=7,2, contenant 20mM d'HEPES et 5%de
glucose, montre qu’au ratio w/w=6/1, le diametrecde polyplexes (57-97 nm) est inférieur a cels de
complexes de bPEI 10000 gialarboxylate (195 nm).

L’étude du potentiel zéta de ce nouveau polymerEl{sBrboxylate-oligoamine (75% en oligoamine,
qguelgue soit le taux de modification de carboxylate la bPEI), montre que la b-PEl-carboxylate-
oligoamine posséde des valeurs sensiblement idestigy la bPEI 10000 g.riplet donc plus élevées que la
bPEI-carboxylate. L’'augmentation du potentiel slegye par la diminution des fonctions carboxylate q
neutralise les charges positives des amines.

Dehshahriet al. réalisent des tests vitro sur des cellules Neuro2A, cultivées dans un mib&EM. Les
polyplexes sont préparés dans le tampon HBG, ardiifs ratios w/w. Les auteurs remarquent que E-bP

oligoaminé® donne les meilleurs résultats de transfection pouatio polymére/siARN de 6/1. Cependant,
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ils observent aussi une nouvelle augmentation deytatoxicité ; et suggerent que la diminution des
fonctions carboxylate, provenant du greffage degamines, en est la raison.

Cette étude montre que la conception d'un nouveateunr pour le transfert de géne résulte d'un iégaifin
entre les fonctions amine protonées a pH 7,4 irapkg dans linteraction et la condensation de I'ADN
fonctions amines permettant de générer un pouaaipbn important pour le relargage de I'ADN dans le
cytosol, et enfin les fonctions anioniques telle® des fonctions carboxylate, outil de stabilisatides

polyplexes dans le sérum physiologique, et appasrhfacteur de diminution de toxicité.

II1-2. 3. 5. 2. 6 — Les PEIs-sucres

La délivrance des génes est limitée principalerpantun manque de vecteurs susceptible de cibler
I'ADN médicament vers des organes bien définis.uBeguelques années, il est apparu des vecteuvapbu
cibler des cellules spécifiques. La littératurepape un certain nombre d'exemples utilisant desesu
comme ligands de récepteurs membranaires cellslalte paragraphe suivant traitera des propriétés

gu’apporte le greffage de glycosides aux bPEldernes de ciblage, de transfection et de cytottxici

III-2.3.5.2. 6. 1 — Greffage de sucres sur la PEI

Zantaet al!™ ont modifié la bPEI 25000 g.mbpar 5% de galactose, afin de cibler les récepteurs
ASGPR. Il a modifié la bPEI par du galactose elisatit une réaction d’amidation réductrice. La pres
du galactose sur la bPEI défavorise la complexatiomecteur avec le plasmide (une complexationgata
I'ADN est obtenue pour des ratios N/P=3/1 au lieUNdP=2 pour la bPEI initiale), et entraine la fation
de particules de taille polydisperse, entre 10808tnm. Pour des ratios vecteur/ADN de N/P inférae6/1,
la bPEI-galactose 5% transfecte aussi bien, voiezixnque la bPEI, les cellules embryonnaires de @&
souris (BNL CL2) et HepG2. Au dela du ratio N/P=5lactivité de transfection diminue et deviens

identique a celle de la bPEI.

Kunath®> a modifié la bPEI par le lactose en variant letde greffage pour obtenir un polymére
gu’il nomme la bPEIl-galactose (bPEI-gal ou GP) yae réaction d’amidation réductrice (figure 1-309.
taux de modification maximal du polymére est de 3é4onctions amine, ce qui correspond aux amines
primaires de la bPEI 25000 g.rifol
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Figure 1-30: Synthése de la bPEI-gallactose

La substitution de la bPEI par du galactdséigure 1-30) influence la complexation de I'ADBelon le
degré de substitution des bPEIls, 3,5%, 9,7% et 3&%gel retard montre que 'ADN est totalement
complexé par les vecteurs pour des ratios N/P<EREI-gal 3,5%), et N/P=2,6 (bPEI-gal 9,7% et 31%)
Les diametres des particules au ratio N/P=6,7/fpenidant du degré de substitution de la bPEI-gait so
respectivement de 487 nm, 468 nm et 652 nm pouwrdawplexes formés avec les bPEI-gal 3,5%, 9,7% et
31%. Ces tailles, déterminées dans une solutiorusguNaCl 150 mM, pH=7,4, sont bien supérieures aux
tailles des polyplexes de bPEI/ADN (156 nm).

Les tests de transfectiam vitro sur les cellules HepG2, de polyplexes a baseREl-bal, formulés dans 10
mM de sérum de bceuf foetal, montrent que le tretndéegénes est moins élevé (inférieur de 20 a 2119%)
pour la bPEI 25000 g.mal

Kunathet al. démontrent par I'analyse de la déshydrogénasaatiat¢ (LDH) et le test de cytotoxicité MTT
gue la cytotoxicité des polyméres, réalisée surfibesblastes de souris, dépend du degré de sutistitde

la bPEI. A une concentration donnée (0,05 mg/mBwebout de 24h, la bPEI-gal 31%est moins toxique
(80% de cellules viables) que la bPEI et les bRERBgEH% (0% de cellules viables). Ces auteursbant la
diminution de la cytotoxicité a la présence de@désgalactosylé, fixés sur les amines primaires.

I1** modifient la bPEI 25000 g.niblpar un tétraglucide pour stabiliser les complexes

Bettingeret a
et permettre a celui-ci de transfecter les hépaééscy I'aide de récepteurs ASGPR. La synthesetaksée
par la méme méthode (figure 1-30) que ZHA&t Kunath®,

Les polyplexes sont construits en solution aqud®emM NaCl a un ratio N/P de 5, permettant
l'obtention de nanoparticules de diametre entret380 nm. Le potentiel zéta de ces particules @sipcds
entre 0 et 10mV, bien inférieur a celui de la bREE15mV). Cette observation est un argument quaat a |

présence des tétragalactoses en périphérie departinoles ainsi formées. Les tests de transfeatiofitro

Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en
thérapie génique 67 /221
Emilie BERTRAND



des polyplexes IPEI-tétragalactose/ADN montrentransfert de gene efficace pour les cellules BNI2 €L

HepG2 possédant des récepteurs au galactose, ASGPR.

III-2. 3. 5. 2. 6. 2 — Polymérisation de la PEI sur les sucres

L'équipe de Wongf a amorcé la polymérisation de I'aziridine paciiétosane de fagon & obtenir des
chaines pendantes de PEI branchée possédant dessmaslaires de 200 ou 7400 g.thdligure 1-31).
L'objectif est I'obtention d’un polymere biocomgaé et biodégradable possédant les propriétés DEHA
et celles du chitosane.
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Figure 1-31: Synthese de le bPEI -g-chitosane

La bPEI (7400 g.md})-g-chitosan# retarde complétement I’ADN & un ratio N/P idenéicu celui
de la bPEI 25000 g.mol(N/P=2,5/1), probablement d( & la configuratidorajée de la bPEI-g-chitosane
linéaire.
Pour un ratio N/P de 10/1, les polyplexes bPElesaihe/ADN, formulé dans une solution aqueuse, pgessé
de larges diametres de particule (182-405 nm),riayréa celui communément admis pour des expérience
de transfert de géne. L'étude du potentiel zé€tatraaque le polyplexe est faiblement positif (2 nay) ratio
N/P=10/1. Ce potentiel augmente avec les ratiosthdi3 ne dépasse pas les 10 mV (N/P=10/1).
Les tests de transfection conduitsvitro sur les cellules cancéreuses d’utérus humain (Heu#ivées dans
un milieu DMEM, ont été effectués. Les complexe€bgchitosane/ADN (N/P=40/1), formulés dans

10mM de sérum de beeuf feetal, conduisent & deswxivamtransfert de géne de 6.RL.U/mg de protéines,
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supérieurs a ceux obtenus pour la bPEI 25000 g.rbas expériences concluantes de transfectiontéssis
par la bPElg-chitosane ont aussi été obtenues sur HepG2°(RI10/mg de protéines).

Le test de cytotoxicité IC50 de la P&khitosane a été conduit sur les cellules HeLaretaoncentration de
97,3 pg/ml de polymére permet encore un ratio & 86 cellules viables, alors que ce taux n'estarwas
que pour 13,7 ug/ml dans le cas de la bPEI 2508019.

Ces auteurs ont fait I'hypothése que le chitosanéete au polymére une nature biodégradable, qubas
été démontrée, mais ce point pourrait étre a lfegige la faible toxicité de ce polymére. Bien gédicate,
la stratégie de "grafting from" présente l'avantdgee large variation de la masse molaire des BREles

chaines de polysaccharide.

II1-2. 3. 5. 2. 7 — Les PEIs-suctes modifiées

1II-2.3.5.2.7.1 — La bPEI galactose poly(vinyl pyrrolidone)

L'équipe de CooK' a fixé le poly(vinylpyrrolidone) sur la bPEl-gatase. L'utilisation du
poly(vinylpyrrolidone) est intéressante car ce pwdye posséde les propriétés de stabilisation ety
poly(éthyléne glycol), et posséde une durée deplis longue dans le sang que le PEG" Afin de
conférer a ce polymere un caractere de ciblageagt=surs ont aussi greffé le galactose sur la ehhin
bPEI-gal (figure 1-32) est synthétisée par unetigaa’amination réductrice entre la bPEI et leagabse,
puis le poly(vinyl pyrrolidone) monocarboxyliquet egeffé, par une réaction ultérieure d’amidatiore
I'acide carboxyliqgue du greffon et 'anime de laBgal. Cook synthétise trois polymeres bPEI-GaPPV
(ou GPPx) en modifiant le taux de modification &PRle 4% (GPP4), 6% (GPP6) et 7,5% (GPP7,5).

CH,0H % %
OH NH NH,
CHZOH
poly(vinyl pyrrolidone) ou PVP
bPEI-Gal

EDC/NHS

@% % %

OH OH

OH

bPEI-Gal-PVP ou GPP

Figure 1-32: Synthése de la bPEI-Gal-PVP ou GPP (x=29, y=44121)

Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en
thérapie génique 69 /221
Emilie BERTRAND



La formation des complexes GPPx/ADN est réalisées da tampon phosphate salin BPS 10 mM
(pH=7,4, 150mM NacCl). L’expérience sur gel retanbrme que les trois polyméres posséedent une force
d’interaction vecteur/ADN plus faible que la bP&m, retardant 'ADN & partir d’'un ratio de chargexde
Les auteurs mesurent les tailles des polyplexesx®@PM dans une solution aqueuse, pH=7,4 et observe
leur diminution avec l'augmentation de proporti@natharge (N/P=40/1) et une diminution de contenu de
PVP dans le copolymére (pour GPP4). Dans le tang®8 a pH=7,2, au ratio N/P=40/1, les auteurs
montrent une augmentation de taille (de 100 nm @RP150 nm (GPP7,5)) par rapport & la solution
aqueuse (60nm (GPP4) & 100 nm (GPP7,5)). Lesstailkssurées par Coek al. sont plus petites que celles
pour le complexe bPEI/ADN (260nm).

L'association du PVP sur la IPEI fait diminuer letgntiel zéta des particules de 30 mV pour la b®El
environ 20 pour les GPPXx ; ce qui peut s’explicuearla présence d’'une partie des chaines PVP @iiexr

du polyplexe.

Les études de transfectiam vitro sont réalisées sur des cellules HepG2 et HeLavéelt dans le milieu
DMEM. Pour un ratio N/P= 40/1, seuls les comple@&¥4/ADN (formulés dans 10 mM de sérum de bceuf
foetal) permettent des résultats supérieurs & cesunmds dans le cas de la bPEI 25000 ¢' s les cellules
HepG2 (8.18 RLU/mg de protéines pour la GPP4 et . R0U/mg de protéines pour la bPEI). Les résultats
de transfection de GPP4/ADN et bPEI sont équivaleut les cellules Hela.

Les auteurs réalisent des tests de viabilité sucédlules HepG2 et Hela, au bout de 24 heures. Bo
concentration donnée (200pg/mL), pour les celliHepG2, la GPP4 est plus toxique (60% de cellules
viables) que les GPP6 et GPP7,5 (100% de cellitdses)’®. Cooket al. ont remarqué que la GPP4 est
beaucoup plus toxique pour les cellules HelLa (dirpde 50ug/ml) que pour les cellules HepG2. lIs
remarquent que la cytotoxicité des complexes dhieimcée par le taux de modification en poly(vinyl
pyrrolidone).

La présence de la poly(vinylpyrrolidone) permetditeinuer considérablement la cytotoxicité du veci@u
partir de 6% de substitution en PVP) et apportesiatiss résultats satisfaisants en transfert de, geare

rapport a la bPEI.

1II-2.3.5.2.7.2 — Le bPEI-chitosane-PEG

L'équipe de Jiang* a greffé la bPEl-chitosane (CigtbPEI 25000 g.mdi) par un poly(éthyléne
glycol) galactosylé (Gal-PEG) terminal, téléchéiquour transfecter spécifiquement les cellules toggtes
(figure 1-33), grace a la présence du galactosealgeurs utilisent aussi le PEG pour amélioreplabilité
de complexes' et ralentir I'apparition d’agrégation des compkexdans du sérum physiologid(e
L'utilisation d'un PEG téléchélique hétérofonctibheisse présager de I'obtention d'une structuiginale
concentrique. Les auteurs greffent dans un pretemaps le PEG sur du galactose, a l'aide d’une igract
Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en

thérapie génique 70/ 221
Emilie BERTRAND



d’amidification entre I'amine du PEG et la foncticarboxylate, activée par le NHS (N-hydroxysuccidig)
du galactose. Une réaction ultérieure d’amidatipermnis de greffer ce composé sur les amines Gélleg-
bPEI. Les analyses RMH de la Gal-PEG-CHI-g-bPEI ont mis en évidence auxtde modification, en

groupements galactose de 14 mol%.

NH,-PEG-COOH

tampon MES 0,1M, pH=65
OH CH,OH

Galactose NHS, EDC

CH,OH CH,OH

PN @
Q@ ) ¢>

Gal-PEG tampon MES 0,1M, pH=6}

OH
NHS, EDC chitosaneg-bPEI

CHI-g-bPEI
CH,OH

fo} O
CH,OH

Gal-PEG-CHIg-bPEI "

H
PEI PEi Gal

EG EG

o—3—c—2
o—3—c—2

al al

Figure 1-33: synthése de la Gal-PEG-CHI-g-bPEI (MRiosane=100000 gmd}, Mngpg=25000 g.mdi‘, Mnpgc=5000
g.mol?), 14,2% mol de galactose est geffé a la CHI-g-bl PE

Les tests d’électrophorése sur gel retard mongeatla présence du PEG sur la Gal-PEG-GHREI"
entraine une plus forte complexation de I'ADN (N1PE) que dans le cas des bPEI-gal (N/P=2,2) etPElI
chitosane ((N/P=2,5/1).

L’étude de la taille des polyplexes Gal-PEG-GHPEI par DLS (80 nm), pour un ratio N/P=14, cangr
les petites tailles des particules observées palEBW. Les auteurs remarquent que cette taille tand
diminuer avec 'augmentation du ratio N/P (60 nnuphl/P=213"* Entre les ratios N/P = 7 et 21, la valeur
du potentiel zéta est d’environ 20 mV, plus faigies celui de polyplexes a base de bPEI (30 mV)sDan
paragraphe précédent, nous avons vu que Vo) ont mesuré des valeurs de potentiel zéta de 6 mV
pour la CHI-g-bPEI (ratio N/P=20/%) Donc, la présence du Gal-PEG sur ce nouveau wetdgorise
I'apparition de charges positives a la surface plgplexes Gal-PEG-CHi-bPEl/plasmide. Il semblerait
que le Gal-PEG soit confiné dans le polyplexe nph#&ne déja observé dans les travaux de Bris¥aetlt

al. et Nimesh® et al.

Les tests de transfection sur les cellules HepG2aramtré que le maximum de transfection, obtenu feou
Cal-PEG-CHIg-bPEI est de 1,5.2(RLU/mg de protéine pour le ratio N/P=14/1, ce egliidentique & ceux
de la bPEI (2.10RLU/mg de protéine). Ce polymére ne semble pasrégapde réelle avancée, comparé aux
polyplexes CHIg-bPEI/ADN (Transfection : 3.fORLU/ mg de protéine, pour N/P=10). Ces résultats
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décevants peuvent s'expliquer par la structure ayppexe. Toutefois, les auteurs montrent que iNdtét
relative de la luciférase des cellules HepG2 (&étirelative en luciférase : 25) est bien supéadbrfois) a
celle des cellules HelLa (activité relative en lédfse : 5). Cette observation montre I'activitédadi®nction

de ciblage du galactose, comme déja rappotté

L’équipe de Jiang a déterminé la cytotoxicité dd-R¥aG-CHI-g-bPEI par un test Elisa, en détectant
'absorbance de l'activité métabolique des cellldeS70 nm. Les auteurs ont montré qu'a une coratért

de 100 pg/mL en Gal-PEG-CHI-g-bPEI ou en polyptesal-PEU-CHI-g-bPEI/ADN (N/P=21/1), 100%
des cellules HepG2 sont viables, alors qu’il neéergsie 70% de cellules viables pour la GPEI et 40%
pour le bPEI 25000 g.mdl Les tests de cytotoxicité sur les cellules Hebaficment cette tendance. La
présence du Gal-PEG diminue la cytotoxicité du QHREI.

La conception concentrique du polymére permet tfiement d'obtenir un vecteur possédant une large

guantité de fonctions de ciblage disponible, toutnaintenant les qualités de stabilisation stérdju€EG.

II1-2. 3. 5. 2. 8§ — Les PEIs-lipides

Kim et al!"® ont modifié la bPEI 2000 g.niblpar des lipides (figure 1-34). Ces auteurs préoie
d'utiliser les propriétés d'insertion des lipidesd une bicouche lipidique pour faciliter I'intelination des
polyplexes dans les cellules. Les lipides utilisést :

- le cholestérol. Il est greffé sur la bPEI a laid’'une réaction d'addition élimination entre le
chloroformiate de cholesteryl et les amines deREIL2000 et 25000 g.mYl. A la fin de la synthése, la
caractérisation du produit montre un groupemenkesiérol pour 17 unités éthylénimines.

- I'éthyle myristate. Présent dans le corps hunsains forme d’'acide gras (I'acide tétradécanoique
ou acide miristique), il est localisé dans les badws lipidiques, comme le cholestérol. Il peutsaus
interagir, de facon covalente, avec des protéinéshyle de myristate est greffé a la bPEI par udction

d’amidation.
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Figure 1-34: synthése de la bPEI cholestérol et de la bPElristate

La formation des complexes bPEI-cholestérol/ADNbREI-myristate/ADN'® est réalisée dans le
tampon HEPES (pH=7,4,) puis analysée par expéridaagel retard. La complexation totale de I'’ADN est
obtenue au ratio N/P=1/1, pour la bPEIl-cholestétdll/P=0,5/1 pour la bPEI-myristate. La chainedirg®
du groupement myristate semble plus favorable fooomplexation de 'ADN que le cholestérol.

L’équipe de Kim a réalisé des testsvitro sur des cellules embryonnaires de rein humaing3,29ultivees

en DMEM. Les complexes bPEI-cholesterol/ADN et biRBtistate/ADN sont formulés dans 10mM de
sérum de bceuf feetal. Le transfert de génes darceliees 293T est déterminé par le test utilidarfi-
galactosidase. Les complexes formés par la bPHestéwol (activité de laf-galactosidase : 2500
milliunités (mU)/mg de protéine) et la PEI-myriggaf500 mU/mg de protéine) transfectent mieux les
cellules 293T que la bPEI 2000 g.mol0 mU/mg de protéine), démontrant ainsi l'intégét I'ancrage
lipidique suggéré initialement.

Malheureusement, ces polymeres sont beaucoup @higues que la bPEI L'idée d'utiliser des chaines
myristyles et du cholestérol pour transfedtewitro les cellules est certes intéressante, mais nécatss

améliorations en termes de toxicité.

I11-2. 3. 5. 2. 9 — Les PEIs-polycaprolactones (PEI-PCL)

L'équipe de Arot&’ a modifié des bPEIls de faible masse molaire (6&olj (bPEI-0,6), 1200
g.mol* (bPEI-1,2) et 1800 g.mdl(bPEI1,8)) par ki,w-divinyl-poly(caprolactone). La poly(caprolactone)
(PCL), étant hydrophobe, possede une cinétique égradation plus lente que certains polyesters
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(poly(lactide)), et permet d’augmenter la demi-gli circulation des complexes vecteur/ADN. Les asteu
ont greffé ce polymére a la bPEI par une réactemithaét’® entre les amines de la bPEI et les doubles
liaisons du dérivé de la polycaprolactone (figur85), diminuant I'effet tampon de la bPEI. o, w-
divinyligue polycaprolactone étant di fonctionnelidle permet la création de ponts de réticulagotre
deux molécules de bPEI, formant ainsi un réseas.dlgeurs ont constaté qu’'un réseau apparait daand
rapport entre la bPEI a PCL est approximativement 2

Les auteurs indiquent seulement que les polyméPed-BCL étudiés possedent environ 70% de
bPEI par rapport & la poly(caprolactone) ; maisdsactérisation fine des structures formées n'aépas

conduite.
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Figure 1-35: synthése de la PEI-co-polycaprolactone par réantde Michaél

Les auteurs utilisent la méthode de I'électrophmréar gel d'agarose (ou gel retard) pour évaluer la
complexation de 'ADN par les bPEB-polycaprolactone (bPEI-PCL). Les complexes bPEL-PEDN

sont formulés dans un tampon phosphate salin (BBS7,4). Quelque soit la masse molaire initialdade
bPEI (0,6kDa, 1,2kDa ou 1,8kDa), les vecteurs mmseune grand capacité de complexation de I'’ADN.
Les bPEI-PCL complexent totalement 'ADN pour letgias N/P=3 (bPEI 1,2kDa-PCL et bPEI 1,8kDa-
PCL) et N/P=5 (bPEI 0,6kda-PCL). Cependant, Areteal. ne comparent pas ces résultats avec les
complexes bPEI 25kDa/ADN formulés dans le tampoB.PB

Les auteurs remarquent qu’'au ratio N/P=5, le dieenBydrodynamique des nanoparticules mesuré par
diffusion de la lumiére est compris entre 120 €d b8 pour les bPEI 1,2kDa-PCL et bPEI 1,8kDa. La
diminution de la masse molaire de la bPEI (0,6kDé#jale conduit a des diametres hydrodynamiques de
polyplexes de 400nm. Cette étude est toutefois #renen relation avec une possible existence de

nanoparticules de bPEI-PCL initiale, pouvant alotsrvenir sur le diametre des polyplexes finaukaynt

Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en
thérapie génique 74/ 221
Emilie BERTRAND



pas déterminé la taille du gel initial, nous powvfaire I'hypothése que la taille du gel a peuftliience sur
le diametre du polyplexe. Pour tous les polypledesette étude, le potentiel z&ta mesuré est positi

Les tests de transfection vitro sur des cellules 293T montrent qu'au ratio N/Pla5hPEI 0,6kDa-PCL
posséde un niveau d’expression de géne inférieeangle : 1.10 RUL/mg de protéine) a celui des autres
complexes bPEI 25kDa, bPEI 1,2kDa-PCL/ADN et bPBkDa-PCL/ADN (8.10 RLU/mg de protéine
(bPEI) et 5.18 RLU/mg de protéine (bPEI 1,2kDa-PCL et bPEI 1,84B2L)). Le méme phénoméne se
produit pour les cellules HeLa et 293T. Cette lmadactivité est probablement due a la faible masskire
de la bPEI. Les auteurs concluent aussi que Batibn d’'une bPEI de plus haute masse molaire pgeaite
une meilleure efficacité de transfection.

Le test de cytotoxicité MTT' conduit sur les lignées HepG2 et HeLa avec degfmles de N/P=30, révéle
une tres faible toxicité puisque 100% de cellulest ¥iables avec ce nouveau polymere, et seuledA@t
avec la bPEI 25kDa dans les mémes conditions.

L'utilisation d’'un réseau de PCL/bPEI permet de idumer la cytotoxicité du vecteur et apporte auss d

résultats satisfaisants en transfert de géne apaort a la bPEI.

Shuai et al'”® ont modifié des bPEIs 800, 2000 et 25000 g'malec un copolymére de
poly(caprolactone) et de poly(éthylene glycol) (PEGPEG). Le PEG permet de rendre furtif les complexes
vecteur/ADN, et la présence de poly(caprolactoreginet d’augmenter le temps de demi-vie de cirauati
du complexe. Le bloc bPEI du vecteur permet la &rom de complexe avec I'ADN et agit sur la libiénat
de I'’ADN dans le cytosol par le mécanisme d’époag®otons. Le copolymére PEG-b-PCL est obtenu par
une réaction d’estérification par ouverture de egctle la caprolactone. Ultérieurement, ce copolgmer

activé par le NHS est greffé a la bPEI selon urplame amine/ acide carboxylique activé (figure 1-36
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Figure 1-36: synthése de la poly(éthylénimine) branchée-gi{aprolactone-b-poly(éthyléne glycol) (bPEI-(PCL-
b-PEG), masse molaire utilisée : Mps=5000 g.mo‘ll, MnNgoiycaprolacion-1800, 3800 et 5500 g.mbIMnpr,:SOO, 2000
et 25000 g.mot.*"®
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Shuaiet all™

ont remarqué que les polyméres bPEI-(REREG) forment des micelles dans une solution
aqueuse, pour les cas spécifigues de bPEI 0,8k2bldda et les blocs de PCL de 1,2kDa et 2 kDa
(répertorié dans le tableau 1-1). Les auteurs sagg@ue la présence de courtes chaines de PCLchmpé

une bonne solubilisation du copolymere (bPEI-(REREG). Avec I'utilisation d’'une polycaprolactone de

2kDa, la taille des polyméres est beaucoup plugep@t7nm) que celle obtenue pour les polymérdisartit

une polycaprolactone de 1,2kDa (tableau 1-1).

Tableau 1-1: récapitulatif des cmc et des taille de trois lyméres bPEI-(PCL-b-PEG) réalisée en solution aqsey
et des tailles et du potentiel zéta des complexeEl{{PCL-b-PEG)/ADN formulués en solution aqueuse&s@mM
NaCl (pH=7) (N/P=7}"°

Composition des polymeéres Copolyméres ComplexeeugdADN
Cmc (mmol/L) Taille (nm) Taille (nm) Zéta (mV)
bPEI 0,8kDa Non déterminé Non déterminé 320 -16
bPEI 25kDa Non déterminé| Non déterminé 160 20
bPEI 0,8kDa-(PCL 1,2kDa-PEG 2,07 126 190 -2
2kDa)
bPEI 25kDa-(PCL 1,2kD&-PEG <0,012 253 200 -3
2kDa)
bPEI 25kDa-(PCL 2kD&-PEG 0,031 77 230 -3,5
2kDa)

L'équipe de Shuai ne présente pas d'expérienceetleetpard qui permet de déterminer le ratio N/P de
complexation entre 'ADN avec les bPEI-(P®GLPEG). lls déterminent la taille des particulesleatr
potentiel zéta seulement pour trois complexes vwe@A®N au ratio N/P=3, 7, et 20, formulés dans une
solution aqueuse contenant 150 mM de NaCl ; madoneent les résultats que pour le ratio N/P=7.

La taille des complexes micelle/ADN (N/P=7) varigre 190 et 250 nm. Cette gamme de taille se sittre

la taille des complexes bPEI 0,8kDa/ADN (320 nmpREI 25kDa/ADN. Les valeurs du potentiel zéta des
particules sont faiblement négatives, ce qui pexptiquer par la présence d'’ADN en surface du dere

Les tests de transfectiom vitro par ces polyméres sur des cellules 3T3, cultidés un tampon DMEM,
sont déterminés par la méthode « BC Assay ». Lawplaxes bPEI-(PClb-PEG)/ADN sont formulés dans
une solution saline (150mM NaCl). Par rapport BR&I 25000 gmd), les bPEI25k(PCL1.2k-PEG5Kk) get
bPEI25k(PCL2kg-PEG2k) s permettent une transfection efficace des cell@[E3 pour un ratio N/P=20
(respectivement 0, 30 et 20 ng de luciférase/mgrdegine).

Les auteurs montrent, par les tests MTT, que eeteurs sont moins toxique (46% de cellules viatple) la
bPEI (0%), pour le ratio N/P=20/1.

Les auteurs ont mis a profit la formation de comgsed'inclusion entre la cyclodextrine et le PCL-b-
PEG pour permettre de moduler la solubilité dueecen milieu aqued¥®.
Pour obtenir un complexe d’inclusion, Shuai solsbil a la concentration micellaire critique (cma)bPEI-

(PCLb-PEG) dans une solution agueuse, qui devient teodbdilue les micelles par addition successive
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d’a-cyclodextrine ¢CD). Il mesure la disparition des micelles parwdfon de la lumiére statique. Ensuite,
le taux duCD, utilisé pour détruire les micelles, est détedmpar RMN'H, et varie entre 27% et 40% selon
les chaines de bPEI utilisées (800 g:met 25000 g.mdl). La présence dCD sur le copolymére ne
semble pas influer sur le ratio de complexation, & ces auteurs poursuivent |'étude des compleERES
(PCLb-PEG)aCD/ADN aux ratios N/P=3, 7 et 20. Le diamétre delyplexes (N/P=7) reste aux alentours
de 200 nm et le potentiel zéta augmente vers lgalg@é des complexes (-3,5 a 1,4 mV). Ces résuliant
étonnants. lls suggerent que la polycaprolactones€Bitue a l'intérieur du complexe vecteur/ADN. La
présence des CD sur ce polymére diminue les chagggives du vecteur, expliquant que celui-ci elene
positif.

Les auteurs montrent que la présenaeCdD sur les PCLg-PEG-bPEI augmente l'efficacité de transfection
in vitro des cellules 3T3 (80 ng de luciférase/mg de preipar rapport a la bPEI25k(PCLGREG2k) g
(30 ng de luciférase/ mg de protéine). Shetaal. ont montré, par le test de cytotoxicité MTT, ques c
structures originales permettent de diminuer dyastinent la toxicité cellulaire, qui est environ 1013 plus
faible que la toxicité engendrée par la PEI (25®00l-1).

En conclusion, la formation des complexes d'indosentre 16-CD et les chaines de PCL du copolymére
bPEI-(PCLb-PEG) ont rendu le copolymére plus hydrophile, uisant les micelles formées dans les
solutions aqueuses. La présence des cyclodex@irasssi permis a augmenter l'efficacité du tramsfer

gene, particulierement pour les copolymeres bPEL(B-PEG) possédant une cmc.

IV - Résumé des modifications des PEIs représentatives

pour la transfection

Le tableau 1-2 récapitule les modifications des Bigki que leur efficacité de transfection selos le

différents types de lignées cellulaires utilisées.

Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en
thérapie génique 77 / 221
Emilie BERTRAND



Tableau 1-2: Récapitulatif exhaustif des modifications des REet de leur efficacité de transfection, in vitret in

vivo
. RLU/
- Type Mn trar?s?ggtion RLU/ mg Viabilit mg
Molécules PEI modifiée (PEI) - protéines | cellules . tissus Ref
loub 1 | polymére/A | 7. "7 é (%) ;
(g.mol”) DN (in vitro) (in
VivO)
2en Rémy et
Ontimal efficacité a4
PEI b 25000 p relative de| 3T3 30% - Fischer et
ratio N/P . 151
transfectio al.
n
1.10 BNL
3.1¢ CL2 Zanta et
PEI b 25000 N/P=2 210 a2 - - 1170
LU/mg de Hep al
> 3T3
protéine
20% Wong et
PEI b | 25000 | N/P=10/1 130 | HeLa | (50 o 9
pg/mL) '
2en Rémy et
Ootimal efficacité a4
PEI 22000 p relative de 3T3 30% - Fischer et
ratio N/P . 151
transfectio al.
n
HEK29 .
B 1.10° 60% Brissault
PEI 22000 (wiw)=3/1 8 10 He?r:)Gz 85% - ot al's”
LP(Elsgg-co-NPEL )
e T || 22000 '\gg 310 | HepG2 i : e'fgffs"é‘,‘i'gfs
LNPEI
:M%Aﬁ | 22000 '\gg’ 5.10 HepG2 - - efglsggul'gs
PEI-2)
*{»NHCHZG(-IZ co NC)HZCHZ} N/P N/P=19,| Poumon Brissault
| Lo, ) l+b 22000 30 5.1C HepG2 5 s o 5155 156
oHa 100% | 2.10 '
NH,
(PEI4)
'ij”C”ZCHZ coNCHACHz ™ N/P N/P=19, Poumon| Brissault
x SH2 l+b 22000 9.1¢ HepG2 5 5 |15, 156
SH, 30 100% sl et al.
R{N\Rz
Poly(EG-b-EI)9 | 22000 N/P 116 | "EE2 ] gou | Brissault
et O RS 30 210 | jepa | 99% et al’>® 17
bPEI-CD 8%
(n=5-16%)
3 50%
; N/ N/P (1,45m Pun et
? 3 b 25000 20 2.10 PC3 M) - o] 160
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RLU/

Ratio RLU/ mg mg
Molécules PEI modifiée Typel| Mn (PElI) transfefctlon protéines | cellules | viabilité| tissus Ref
oub | (g.mol?) | polymeére/A| % ~ .
DN (in vitro) .(In
Vivo)
bPEI-CD 8%
(n=5-16%) 50%
N/ ! 25000 NP | agrégation]  pca | (092 : Pun.et
) ) 20 mM) al.
.......... Y I T e
' (1C50)
bPEI-CD
¢ (ng luc/g
?W ?U b 25000 w : w prf)t :. HEK29 80% ) Forr?esit et
Sen e 3:1 wiw=3 :1) 3 al.
¢ 5» fv 38
b VAR
e
bPEI-)CD(HP yCD-PEl)ratio
bPEI/CD : 3,3/1
HZN‘{’\/N‘L"{\L /\’m:b / 2
N/P=1
Y b 600 ot 1716 | SV o | sag | YA
100% '
bPEI-yCD peptide (HP/CD-
PEI-p) ratio bEI/CD/peptide
3,3/1/1,2 ) )
HQN{'\/HM /\’mn(\/s\swo _ N P:1
N b 600 e 510 | SOV o 316 | YA
° 100% '
bPEI-acétylée 43% 3:1 816 C2C12 40%
(n=15-47%) ; ' MDA- 80% Forrest et
0 0 b 25000 W w - 163
)ﬁ )L BPEl 41 5.1d MD- (50ug/ al.
Hfbpa et N/\prl . . 231 ml)
C2C12 0
bPEIl-acétylée 53% W 5.10¢" MDA- 0
n=34-100% ; - i
o R b | 25000 3:1 MD 0 .| Gabrieison
P I pre 2.10' 231 / etal
Nwem N 11¢ | HEk29 | (0HY
SoPEI ) 3 m|)
bPEI-PEG acétyleé ou
PAA30%
(n=10-50%)
) Fluoresce
”f“wgﬁ“%‘ﬁf&“\ W w nce (X N/P=45: Nimesh et
S b 750000 30'_ 1 10.3/mg | CCOS- 1 - 41168
Iy ' protéine) 1 80% '
2 5250
5.}::0 NHCOR
HQN\/\ggR\L/n\J/N\ﬁZ/\;&N\L

NH,
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RLU/

Ratio RLU/ mg
Molécules PEI modifiée Typel | Mn (PEll) transfgctlon mg cellules viabilité tissus ref
oub | (g.mol") | polymére/A | protéine :
DN s (in
Vivo)
bPEI-carboxylée (PEI 2-30)
(n=8-40%)
VAR G W w Neuro2 0 Oskuee
«4@& o N b 10000 ay 510 | ") 82% S By <
o K \§%7>/g
bPEI-carboxylée (PEI 6-17)
(n=8-35%)
ST b 10000 e 110 | HBG 85% .| Oskuee
b 5. ° 6:1 et al.
N NHK\VZ%%
bPEI-carboxylée (PEI 2-52)
. (n=8-%) 5 Activité
. e W:w luciféras | Neuro2 79% Oskuee
/<Ur /N b 25000 81 e (%) A (100p/ml) - et al'?
o TNy 100%
N? NH, N%>n>/0
bPEI-carboxylée-oligamine
(PEI 6-9%) (1=8-29%)
\/H\%
X p e . \»E(NH . (W/W):
QU(M P b 10000 w .. w 4510 Neuro 61 ) I_Dehshl%g\r
%& 4:1 A2 60% ietal
{ ﬁ%“,
£ !
bPEI-Gal 373
{AM%% ﬁ o 25000 N/P g'ig BNL ] | zantaet
CH,0H KOHZOH H)N e 2:1 110) CL2 a|.170
% OH ° >0 OH ) HepG2
bPEI-Gal4 ou GP
%M%d{*ﬁ N/I_D 1.10 BN L Bettinger
grion b 25000 10:1 ¢ Cc2 - - 141
- o 2.1 Hola etal:
bPEI-Glu4
N T N e NS N/P BN L .
- S " 2 _ 1.10 Bettinger
o B b 25000 10:1 510 Hcézla - - o [l
bPEI(7400)-g-chitosane
.. (3400 6.10 Hela
. ™ b 2400 N/P 1.10 | HepG2 | IC50=97.3 ) Wong et
%"HO DM 40:1 1.10 | Hépatoc pg/mL al??
TH m He NHAc n07 ytes

bPEI
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RLU/

Mn Ratio mg
Molécules PEI modifiée Type | (PEI) transf(?ctlon RLU{_mg cellules | viabilité| tissus Ref
loub | (g.mol | polymére/A | protéines (in
b DN .
Viv0)
Gal-PEG-CHI-g-bPEI
o o S N/P=14 | Intensit ,
< > ! b | 25000 '\i/:’ 216 | HepG2| 1 é J':Irl%et
<N, f 4 100% | 350% '
ba e L
Lo
bPEI-cholestérol (P17C)
n= 10-30 de PEI par cholesteral
g"”z (mU/mg 10% Kim et
2 /Ct?\—/]E b 2000 prot) 293T | (50p/ml - al 17
H{”/\/N\/\Nﬁnro 3750 )
bPEI-myristyl (P26M)
n:N}zo-so de PEI myristyl (mU/mg 2204 Kim et
8 b 2000 prot) 293T | (50u/mi - Al 176
. 2400 ) '
HH’\/N\/\N NY\/\/\/\/\/\/
{ iiﬂ °
Poly (ester amine) (bPEI-g-
PCL) N/P=5 8.10° 2397 | N/P=30
O D b 600 10 510 | HepG2 | b ] Arole et
A B flnn g 30 210 | Hela | o0
Poly (ester amine) (bPEI-g-PCL
1,2) =
(M=0.6 21.8 mol) N/P=30 210 | 2301 |V P Arote et
by b 1200 20 5.10 HepG2 , 177
i i ¢ 20 6.10 Hela | A NOn al
Ajom%ﬁ/\/o\/\ofw/ohf/”\ ' toxi q ue
Poly (ester amine) (bPEI-g-PCL
1,8) (m=0,6 a1.8 m({il)@“vr N/P=20 8.10 239T N/EI30 Arote et
) ) U b 1800 10 2.10 HepG2 | .~ - Al L7
S etas wfw h/v > 30 8.10 HelLa toxique
bPEI-g-(PCL-b-PEG)
(PEISB00(PCL1.2kPEG2k0)1.4 | (r;g N/P=20 Shuai ot
(m=1.4-4.5) b 800 N/P=20 | UMY | 373 1 - i
. . “? prot) 50% al.
P At g o
bPEI-g-(PCL-b-PEG)
(PEI25k(PCL580kPEG550k)2.9) (ng N/P=20
=1.4- luc/mg Shuai et
(m=1.4-4.5) b 25000 N/P=20 3T3 1 - 179
o 8 prot) 97% al.
oA iy, w
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Mn Ratio RrIT‘];J/
Molécules PEI modifiée Type (PED) transf(?ctlon RLU{_mg cellules | viabilité| tissus Ref
loub | (g.mol | polymére/A | protéines )
) DN (in
Viv0)
bPEI-g-(PCL-b-PEG)+CD
(PEI25k-g-(PCL580-b- (ng
PEG5Kk)2.9) ;
(M=1.4-4.5) b | 25000 | N/P=20 'L;)Crg rgg 373 - - SQ;’SB o
o ¢ 80
bt iy

V - Conclusion

Ce chapitre présente la difficulté du transfergdae dans le corps d’une souris ou d’'un patiett ; e
rappelle les différentes barrieres biologiques qujéne médicament doit surmonter pour arriver aamo
avant sa dégradation. Il relate aussi que l'utiigad’ADN nu en transfectioin vitro et in vivo est peu
efficace car celui-ci est détruit rapidement pasystéme immunitaire ou les enzymes de dégradédion
cytosol de la cellule). Dans l'objectif d’augmenter demi-vie de circulation, et aussi I'efficacitie
transfection du géne médicament, durant son chenginevers le noyau, les chercheurs ont synthétiegs
outils de protection, les vecteurs.

Les premiers vecteurs apparus en thérapie génaieles vecteurs viraux, a I'image des virus, dont
leurs propriétés pathogénes ont été éliminées. dveldppement de ces systemes de transfert de genes
performants offre de nombreuses perspectivesuet f@ropriétés (similaires aux virus) en font lesteurs
les plus utilisés pour des essais cliniques. Cepdralec la limite de complexer des génes de patite (<
8kpb) et leur potentiel oncogene ont fait naitre antre catégorie de vecteurs, les vecteurs syatleét

Nous nous sommes intéressés alors aux vecteutsgtigies et plus particulierement aux polyméres
cationiques, a bases d’acide aminés (la poly(Lng)s(PLL)) ou de polyamine (la poly(éthylénimin®H])
(branchée ou linéaire). Avec les PEIs, les chenmshent synthétisé des vecteurs non viraux originguix
transfectent trés efficacement les cellutesitro etin vivo. Cependant, les tests de cytotoxicité des ces PEls
montrent qu’elles sont toxiques, autant que la Riui, est problématiques pour le transfert de gé&hest
dans l'objectif de diminuer la cytotoxicité des BHjue les auteurs ont élaboré des systémes a &d3€l d
capables de délivrer des gémesitro avec une efficacité comparable ou supérieure,intérieure a la PEI ;
tout en diminuant la toxicité du vecteur.

Depuis quelques années, certains auteurs modigraly(éthylenimine) branchée et linéaire paraihtes
molécules (chaines acétyles, cyclodextrines, PEGnai$ n’obtiennent pas de vecteurs dont la toxefté
transfection de géne seraient supérieur a celle$8és. Depuis peu, la nouvelle stratégie est dehétiser

des vecteurs a bases de peptides. Les peptidegéshaégativement sont principalement utilisés pour
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augmenter l'efficacité de transfectiom vitro d’'un vecteur synthétique (par ajout durant forrtiakg par
modification chimique du vecteur synthétigile Certains auteut¥ '*?ont mis en évidence les capacités
des vecteurs cationiques a internaliser des oligéntides dans les fibroblastes souris (3T3) etcédlales
gliales avec une faible toxicité.

L'utilisation des peptides amphipatiques est peuraate malgré leur fort potentiel. Outre le faitilgu
déstabilisent la membrane, leurs séquences amimdasgées positivement, complexent efficacement

I'’ADN. De plus, certains de ces vecteurs possédesipropriétés antibiotiquéd **:

Cest dans cette optique que de nouveaux vectears viraux originaux constitués de
poly(éthylenimine) linéaire et de résidus histilfiniont été synthétisés. Les propriétés de comjpbexde la
IPEI avec ceux des synthons, utilisés pour modifier polymére, permettent d’élaborer de nouveaux
polyméres cationiques modulables dont les progigtéit comparées aux efficacités de transfeatiaitro

etin vivo.
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Chapitre 2 :

Techniques expérimentales
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Ce chapitre est consacré a la description des quiet® utilisés durant cette these. Le premier
paragraphe concernera les protocoles de syntheseveiteurs en vue de leur application en thérapie
génique. Ensuite, nous présenterons les différeméthodes physico-chimiques utilisées pour la
caractérisation de nos macromolécules. Dans leiedeparagraphe, les protocoles des tests biologique

utilisés pour la complexation des vecteurs ave®RAseront exposes, ainsi que ceux pour la tranefeirt

vitro des cellules.

I — Préparation des synthons et des vecteurs synthétiques

I-1 - Caractéristiques des produits utilisés

Les tableaux 2-1 et 2-2 récapitulent respectivertescaractéristiques des solvants et des réactifs

utilisés lors des différentes étapes de syntheasds purifications.

Tableau 2-1: Caractéristiques des solvants utilisés lors dgathéses des synthons et des vecteurs a basebdle IP

Solvants Provenance Densité a 20°C d,ggmlﬁ?(;?t?,rg)
Acétate d’'éthyle SDS 0,903 77
Acétone Carlo Erba 0,788-0,792 55,7/56,7
Dichlorométhane SDS 1,33 39/40
DMSO Carlo Erba 1.101 189
Ether diéthylique SDS 0,713 34/35
Méthanol SDS 0,791 64,7
THF (99,9) SDS 0,8893 65/66

Tous les solvants sont utilisés tels quels.
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Tableau 2-2: Caractéristiques des réactifs utilisés lors dgmthéses des synthons et des vecteurs a baseHdle IP

o Densité 3 Tempér_ature Tempé_rqture
Réactifs Provenance 250C de fusion d’ébullition
Q) (4]
1-adamantane éthanol Aldrich - 114-117 -
1l-adamantane méthylamine Aldrich 0,933 83-85 -
Alcool propargylique Aldrich 0,963 -51 114/115
Acide chlorhydrique 12N ACROS Organics 1,18 -30 48
Acide trifluoroacétiqgue TFA (99%) Alfa Aesar 1,489 -15,4 72
Carbonate de sodium Sigma - 851 -
Chlorure d’acryloyle Aldrich 1,114 - 72-76
L-arginine Sigma - 222 -
L-histidine Sigma-Aldrich - 285 -
L-histidine boc Merck - - -
L-histidine méthyle ester Aldrich - 207 -
Fluorure d’ammonium (FNE Aldrich - sublimation -
Hydroxyde de sodium (NaOH) Sigma-Aldrich 1.009 - -
N-hydroxysuccinimide Aldrich - - -
N-N-dicyclohexylcarbodiimide Aldrich 1,325 34 1224
Poly(2-ethyle-20xlazol|ne) (50000 Aldrich 114 Tg: 69-71 i
gmol~)
Spermine Fulka 0,937 29 130
Sulfate de magnésium (Mg%0O Fulka 2,69 1124 -
Tetra-N-but;(/_Iraég\rE;)nlum fluoride Aldrich 0,903 58/60 i
Triéthylamine ACROS Organics 0,72 -115 89

Tous les réactifs sont utilisés tels quels.

I-2 - Synthese des synthons précurseurs

I-2. 1 Synthése de la poly(éthylenimine)linéaire

Dans un tricol de 500 mL équipé d'un réfrigérardg lde poly(2-éthyle-2-oxazoline) de masse

molaire de 50000 g.mol(0,2 mmol) sont dissous dans 115 mL d’eau distilé ce mélange, est additionné

I'acide chlorhydrique 12N (75 ml ; 2,44 mol), éhydrolyse est menée durant 48 heures, a reflux soote

(figure 2-1).

f"o

H,0O

48 heures

reflux
* H * + CGHsCOOH
n

Figure 2-1: Synthése de la Poly (Ethylenimine)
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Des pastilles d’hydroxyde de sodium (NaOH) somtrslintroduites dans le milieu réactionnel pour
augmenter le pH de la solution jusqu'a pH=12 petam¢tla précipitation totale du polymere souhdlit.
milieu réactionnel est filtré sur un verre fritté dorosité 4, puis lavé avec de I'eau distillée it ce que
'eau de lavage atteigne un pH=7. Le précipité blast récupéré et séché au lyophilisateur. Le palgrast
ainsi obtenu sous la forme d’une poudre blanch&eestructure est déterminée par RMN, (°C), en
solution dans BD (0,5 mL) contenant 5 pL de TFA, et sa masse meotst déterminée par chromatographie
d’exclusion stérique (SEC).

Rendement : 4,232 g (96,3%), RMN (300 MHz, RO + 5uITAF) :5(ppm) = 3,50 (s, 4H, NHCICH,).

3C NMR (75 MHz, DO + 5uITAF):8 (ppm) = 48,97 (s, 2C, NH&GCH,); 0 (s, TSP : ref).

I-2. 3 Synthése de la L-histidine-N-acryloyle

Dans un tricol, 3,1g de L-histidine (20 mmol) sadditionnés a une solution alcaline contenant 1g
de NaOH (25 mmol) dans 10 mL d’eau. Le chlorurecmyle (1,61 ml; 20 mmol) est ajouté goutte a
goutte au mélange, maintenu a 5°C dans un bainlate.gL’augmentation de la température durant
I'addition ne doit pas excéder 2°C. Le mélangetiéanel est ensuite laissé 30 minutes a 5°C puiplasé

a température ambiante et & I'obscurité pendahei@es (figure 2-2).

NH; ¥_
o
® o
Nao N eSS eau NaOH HN
/- °
18 heures ® O
al Na O N
o N / )
H
e} N
H

Figure 2-2: Synthése de I'histidine-N-acryloyle

En fin de réaction, la solution, neutre, est a@difpar de 'HCI 6N (2mL) afin d’atteindre un pH
proche de 2. Ensuite, le milieu réactionnel estipi& dans 400 mL d’acétone puis filtré sur unredritté
de porosité 3. Le filtrat contenant le produit, éstaporé a sec, a température ambiante, séché puis
resolubilisé dans 3mL d’eau acidifiée. Cette solugst reprécipitée dans 50 mL d’acétone. Aprésdtiibn,
le précipité, blanc, est séché a I'étuve a vidndpérature ordinaire. Sa structure est déternpaé&MN

(*H, **C, 2D homonucléaire) et par spectrométrie de ME&SEMS).

Rendement : 1,8 g (43%), RMM (300 MHz, DMSO-¢): & (ppm) = 8,35 (d, 1H, C}&H,NHCOO); 7,55
(s, 1H, imidazole = INC*HNHC®H); 6,78 (s, 1H, tNC?HNHCH); 6,31 (m, 1H, CHCHCONH); 6,04 (d,
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1H, CH,CHCONH); 5,58 (d, 1H, CKCHCONH); 4,6 (m, 1H, CBOOH); 3,10 (m, 2H, CCKCH). **C

NMR (75 MHz, DO): & (ppm) = 167,78 (s, 1C, CHIOH); 162,76 (s, 1C, NC}&H,CONH); 127,93 (s,
1C, imidazole = NC’HNHCH); 123,55 (s, 1C, C®LHCONH); 123,26 (s, 1C, TIC’HNHCH)); 123,05
(s, 1C, G,CHCONH); 111,72 (s, 1C,IC*HNHCH); 46,39 (s, 1C, HCOOH); 30,9 (s, 1C, O@,CHN);

0 (s, TSP : ref). ESI-MS m/z = 210,20 uma pour [M{H

I-2. 4 Synthese de la I-histidine méthyle ester-N-
acryloyle

Dans un bicol de 100 mL, 1g de L-histidine méthgter (5,9 mmol) est dissous dans 23 ml de
dichlorométhane. A ce mélange est additionné 1 B8entriéthylamine (5,2 mmol). Le chlorure d’acryle
(0,336 ml; 20 mmol) est ajouté goutte a gouttenalange, maintenu a 5°C dans un bain de glace.
L'augmentation de la température durant I'additien doit pas excéder 2°C. Le mélange réactionnel est

ensuite laissé 30 minutes a 5°C puis est placénpdeature ambiante et a I'obscurité pendant 48dseur

(figure 2-3).
s 1
g

[e] N Cl
H

Figure 2-3: Synthése de I'histidine méthyle ester-N-acryleyl

Le précipité apparu lors de la réaction est fittué un verre fritté de porosité 3 ou 4. Le filtrast
concentré puis le mélange est dissous dans 60 edéwdite d'éthyle et lavé 5 fois avec 30 ml detawiu
saturée en bicarbonate de sodium. Les phasesigquganmassemblées sont séchées sur MgEftrées sur
un verre fritté de porosité 3. Le filtrat est comicé sur I'évaporateur rotatif (& température amiginpour
donner un résidu huileux de couleur blanchatreéehé& sous rampe a vide. La structure du composé
blanchatre obtenu est déterminée par RMN °C) et par spectrométrie de masse (ESI-MS).
Rendement : 0,35 g (26,5%H NMR (300MHz, BO): & (ppm) = 8,49 (d, 1H CHNBOCH,); 7,58 (s, 1H,
imidazole = CNC’HNHC®H); 6,82 (s, 1H, €NC*HNHC"H); 6,26 (m, 1H, CHCHCONH); 6,09 (d, 1H,
CH,CHCONH); 5,59 (d, 1H, CHCHCONH); 4,57 (m, 1H, CC{H); 3,60 (s, 3H, NHCHCOOC)t 2,93
(s, 3H, NHCHCOOCH,). *C NMR (75MHz, DMSO-g): § (ppm) = 172,39 (CKCH,CONH); 165,29 (s, 1C,
CHCOOCH,); 135,42 (s, 1C, tNC’HNHC°H); 133,23 (s, 1C, CKHCONH); 126,63 (s, 1C,
C'NC’HNHC®H)); 131,64 (s, 1C,_B,CHCONH); 117,41 (s, 1C, ®IC’HNHCH); 55.46 (s, 1C,
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NHCHCOOCH,); 52,49 (s, 1C, NHCHCOQO4y); 29,21 (s, 1C, CB,CHNH); 0 (s, TSP : ref). ESI-MS m/z
= 224,20 uma pour [M+H+].

I-2. 5 Synthése du 1-adamantane éthanol-O-acryloyle

Dans un monocol de 10 mL, 340,6 mg de 1-adamamteiieylamine (1,9 mmol) sont dissous dans
2.25 ml de THF. A ce mélange est additionné 0,5B@anriéthylamine (4.1 mmol). Le chlorure d’acryle
(0,121 ml; 1,48 mmol) est ajouté goutte a goutiemalange, maintenu & 5°C dans un bain de glace.
L’augmentation de la température durant I'additien doit pas excéder 2°C. Le mélange réactionnel est
ensuite laissé 30 minutes a 5°C puis est placénpémture ambiante et a I'obscurité pendant 48eseur
(figure 2-4).

o:(
OH
° THF Et;N
+
48 heures

Cl

Figure 2-4: Synthése du 1-adamantane éthanol-O-acryloyle

Le précipité apparu lors de la réaction est fitugé un verre fritté de porosité 3 ou 4. Le filtest
concentré a I'évaporateur rotatif. La poudre jaobtenue est dissoute dans 60 mL de chloroformevéel5
fois avec 30 ml de solution saturée en bicarbodatsodium. La phase organique est séchée sur MefSO
filtrée sur un verre fritté de porosité 3. Le filtrest concentré sur I'évaporateur rotatif (a teapée
ambiante) pour donner un résidu huileux de coujaune et séché sous rampe a vide. La structure est
déterminée par RMN'd, *°C) et par spectrométrie de masse (ESI-MS).

Rendement: 414,1 mg (93%). RMRH NMR (300MHz, CDC)): & (ppm) = 6,41 (d, 1H,
CH,CHCOOCH,); 6,11 (m, 1H, CHCHCONH); 5,82 (d, 1H, CHCHCONH); 4,21 (t, 2H, OCKCH,Cad);
1,91 (s, 3H, adamantane); 1,62, (m, 6H, adamantam9 (OCHCH,Cad); 1,43 (s, 6H, adamantan?’:
NMR (75 MHz, CDC}): & (ppm) & (ppm) = 165,00 (s, 1C, CGHH,OCOCHCH,); 131,7 (s, 1C,
CCH,CH,NHCOCHH,); 126,05 (s, 1C, CC€£H,OCOCHCH,); 64,20 (s, 1C, adCGEH,OCO); 42,24 (s,
1C, ad@H,CH,NHCO); 40,55 (s, 3C, &ICH,CH,NHCO); 37,2 (s, 3C, &iCH,CH,NHCO); 32,04 (s, 1C,
adQCH,CH,NHCO) ; 28,54 (s, 3C, &CH,CH,NHCO). ESI-MS m/z = 257,1 uma pour [M+ Na+].
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[-2. 6 Synthése du 1l-adamantane méthylamine-N-

acryloyle

Dans un monocol de 10 mL, 500 mg de l-adamantatbytamine (3,03 mmol) est dissouts dans
2.25 ml de THF. A ce mélange est additionné 0,773den triéthylamine (0,55 mmol). Le chlorure
d'acryloyle (0,310 ml ; 3,81 mmol) est ajouté geudt goutte au mélange, maintenu & 5°C dans undeain
glace. L’augmentation de la température durantditamh ne doit pas excéder 2°C. Le mélange réagtbn

est ensuite laissé 30 minutes a 5°C puis est plaetmpérature ambiante et a I'obscurité pendartedes

(figure 2-5).
NH,
B THF EtsN
+ o
@ ¥ 48 heures
cl

Figure 2-5 : Synthése du 1-adamantane-méthylamine-N-acryloyle

T =

NH

Le précipité apparu lors de la réaction est fitugé un verre fritté de porosité 3 ou 4. Le filtest
concentré a I'évaporateur rotatif. La poudre jaobgenue est dissoute dans 60 mL de chloroformevéel5
fois avec 30 ml de solution saturée en bicarbodatsodium. La phase organigue est séchée sur MgtSO
filtrée sur un verre fritté de porosité 3. Le fitrest concentré sur I'évaporateur rotatif (& teaoee
ambiante) pour donner un résidu huileux de coujaune et séché sous rampe a vide a température
ambiante. La structure est déterminée par RMNEC, 300 MHz) et par spectrométrie de masse (ESI-MS).
Rendement: 500 mg  (75,4%). RMIN NMR (CDCL): & (ppm) = 6,20 (d, 1H, C})LHCONHCH:ad);
6,06 (m, 1H, CHCHCONHCHad); 5,56 (d, 1H, C®CHCONHCHad); 2,96 (NHCHCad); 1,91 (s, 3H,
adamantane); 1,62, (m, 6H, adamantane); 1,43 (saé&mantane). RMKC (CDCL): & (ppm) = 166,5 (s,
1C, CCHNHCOCHCH,); 131,7 (s, 1C, CCHNHCOCHCH,); 126,05 (s, 1C, CCHHCOCHH,); 123,55
(s, 1C, CHCHCONH); 123,05 (s, 1C, GEHCONH); 51,41 (s, 1C, adGGNHCO); 40,5 (s, 3C,
adCCH,NHCO); 37,2 (s, 3C, &tiCH,NHCO); 36,58 (s, 31, CHCOOH); 34,37 (s, 1C, &NHCO); 30,9
(s, 1C, CCHCHN); 28,54 (s, 3C, &ICH,NHCO). ESI-MS m/z = 206,20 uma pour [M+H+].
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I-2. 7 Synthése de la L-arginine-N-acryloyle

Dans un tricol, 1,5 g de L-arginine (8,6 mmol) sadditionnés & 10 mL de solution alcaline de
pH=11. Le chlorure d’acryloyle (0,700 ml ; 8,6 miest ajouté goutte a goutte au mélange, maint&iCa
dans un bain de glace. L'augmentation de la tenyéradurant I'addition ne doit pas excéder 2°C. Le
meélange réactionnel est ensuite laissé 30 minusE Ppuis est placé a température ambiante ebadigité

pendant 18 heures (figure 2-6).

o)
O{
HaN
~ JJ\@@ i HN ®
CH 0 Na o eaupH=115 e 8 Na
+ 22°C 18h \”/

Cl

NH

HN—=C N
@ © HN—C_ o o
NH; Cl \NH3 Cl

Figure 2-6: Synthése de I'arginine-N-acryloyle

En fin de réaction, la solution, neutre, est a@difpar de 'HCI 6N (2mL) afin d’atteindre un pH
proche de 2. Ensuite, le milieu réactionnel estipi& dans 400 mL d’acétone puis filtré sur unredritté
de porosité 3 (cf. figure 2.4). Le filtrat contehd@ produit, est séché puis resolubilisé dans 3fidau
acidifiée. Cette solution est précipitée une ndeviglis dans 50 mL d’acétone. Apres filtration pi&cipite,
blanc, est séché a I'étuve a vide et & tempérami®ante. Sa structure est déterminée par RMIN'{C, 2D
homonucléaire) et par spectrométrie de masse (EgI-M
Rendement 0,577 g (30%). RMM (300 MHz, DMSO-g): & (ppm) = 6,41 (m, 1H, CYLHCONH); 6,04
(d, 1H, CHCHCONH); 5,58 (d, 1H, CKHCHCONH); 4,31 (m, 1H, NHCBOOH); 3,24 (m, 2H,
CHCH,CH,CH,NHC(N;H3)); 1,95 (m, 2H, CHCBCH,CH,NHC(N;Hs)); 1,68 (m,
CHCH,CH,CH,NHC(N,Hs)). RMN **C (75 MHz, RO): & (ppm) = 185,05 (s, 1C, CHIEOH); 181,38 (s,
1C, CHCHCONH); 174,51 (s, 1C, NH@IH)NH,) 132,65 (s, 1C, CMHCONH); 130,56 (s, 1C,
CH,CHCONH); 57,65 (s, 1C, NHECOOH); 43,56 (m, 1C, CHC}&H,CH,NHC(NH)NH,); 29,48 (m, 1C,
CHCH,CH,CH,NHC); 27,55 (m, 1C, CHB,CH,CH,NHC); 0 (s, TSP : ref). ESI-MS m/z = 229,20 uma
pour [M+H+].
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I-3 - Réactions modéles

I-3. 1 Analyse de la stabilit¢é de la spermine a
différents pH

Typiguement, dans un monocol de 10 mL, équipé défmgérant, 402 mg de sermine (2 mmol) sont
dissous dans 2 ml d’eau. Le pH de la solution astené & 2,3 par I'ajout de 0,728 ml de HCI 6N. La
réaction est conduite, sous agitation, durant 48dsea 100°C (cf. : figure 2-15). Deux autres riéastsont
réalisées a des pH=7 et 11,3.

En fin de réaction, le mélange réactionnel estsalefroidi puis I'eau est lyophilisée. La poudraratre. Le
produit brut est caractérisé par RMN 1H et specfitomde masse ESI-MS.

Rendement: 402 mg (100%), RMNH (300 MHz, DBO): §(ppm) = 3,16 (bs, 12H,
NH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,NH,); 2,16 (bs, 4H, NLCH,CH,CH,NH); 1,84 (bs,
4H, NHCH,CH,CH,CH,NH). *C NMR (75 MHz, BO): § (ppm) = 51,09 (s, 2C, NH&CH,CH,CH,NH) ;
48,63 (s, 2C, NHCKCH,CH,CH,NH) ; 40,64 (s, 2C, NKCH,CH,CH,NH) ; 27,89 (s, 2C,
NH,CH,CH,CH,NH) ; 26,89 (s, 2C, NF¥CH,CH,CH,NH). ESI-MS m/z = 203,2 uma pour [M+H+].

I-3. 2 Analyse de la réaction de Michaél entre la
spermine et I'histidine-N-acryloyle

Dans un monocol de 10 mL, équipé d’'un réfrigérdf,7 mg de spermine (2 mmol) sont dissous
dans 0,69 ml d’eau. A ce mélange sont additiont®s,6 mg d’histidine-N-acryloyle (1 mmol). Le pH ke
solution est ramené a 7 par I'ajout de 0,5 ml dedscd 0,5M ; et le mélange réactionnel est diluéogaml
d’eau déminéralisée. La modification est menées sgjtation, durant 48 heures a 100°C (figure 2-7).

En fin de réaction, le mélange réactionnel estsaleiroidi. Une poudrre est récupérée apres lysatibn. La

structure est déterminée par RMINI(*°C, 2D homonucléaire) et par spectrométrie de m@ESEMS).

H
HZN/\/\N/\/\/N\/\/NH
H

H
o~~~ N NH,  + eau reflux
HoN N

48 heures
HN

Figure 2-7: Réaction de Michaél de I'histidine-N-acryloylaisla spermine
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Rendement : 402 mg (100%), RM® (300 MHz, DO): 8(ppm) = 8,64 (s, 1H, imidazol); 7,33 (s, 1H,
imidazol); 4,51 (bs, 1H, CEOOH); 3,38 (bs, 2H, CCHHN); 3,16 (bs, 12H,
NH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,CH,NHCH,CH,CH,NH,); 3,14 (bs, 2H, NCKCH,CONH); 2,79 (bs, 2H,
NCH,CH,CONH); 2,16 (bs, 4H, N)CH,CH,CH,NH); 1,.84 (bs, 4H, NHCKCH,CH,CH,NH). **C NMR
(75 MHz, DO): & (ppm) = 178,29 (s, 1C, CHIOH); 174,28 (s, 1C, NC&H,CONH); 135,97 (s, 1C,
imidazol); 133,74 (s, 1C, imidazol); 118,09 (s, lifjdazol); 55,41 (s, 1C, ICOOH); 48,53 (bs, 1C,
NHCH,CH,CH,CH,NH); 46,68 (s, 1C, COCH¥H,NHCH,CH,CH,NH); 4587 (s, 1C,
COCHCH;NHCH,CH,CH,NH); 44,97 (s, 1C, COCKH,NHCH,CH,CH,NH); 38,97 (s, 1C,
NHCH,CH,CH,NH,); 38,73 (s, 1C, NHCKCH,CH,NH,); 35,70 (s, 1C, HN8,CH,CONH) ; 29,63 (s, 1C,
CCH,CHN) ; 28,90 (s, 1C, COCGEH,NHCH,CH,CH,NH); 25,70 (bs, 2C, NHC}H,CH,CH,NH); O (s,
TSP : ref). ESI-MS m/z = 412,2 uma pour [M+H+].

S\

I-3. 3 Analyse de la stabilité de la IPElI a
différents pH

Typiguement, dans un monocol de 10 mL, équipé dafrigérant, 232,6 mg de IPEI (5,4 mmol en
unité éthylenimine ou EI) sont dissous dans 1 reld’ et 1 ml d’acide chlorhydrique 6N. Le pH de la
solution est ramené a 1 par I'ajout de 2 ml de BIC| et le mélange réactionnel est dilué par 0,61@'eau
déminéralisée pour obtenir concentration en IPEL,dZ M. La réaction est conduite, sous agitatilumant
48 heures a 100°C (figure 2-8). Deux autres réastiont réalisées a des pH=6 et 8.

En fin de réaction, le mélange réactionnel estsalefroidi puis le produit est lyophilisé. La poedaunétre

est reprise dans de I'eau MiliQ et placée dans audin a dialyse, Spectrapore 1000WCO membranes
pendant 24 heures. Une poudrre est récupérée lgplélsation.La structure obtenue est déterminée p
RMN (*H, **C, 2D homonucléaire, 300 MHz) et par SEC.

{/\ /\]\ eau reflux l/\ /\]\
* N * * N *
H n H n

48 heures

Figure 2-8: dégradation de la poly(éthyleénimine) linéairedifférents pH dans les conditions de la réaction de
Michaél

Rendement : 232,6 mg (100%), RMN (D,0O): 3(ppm) = 3,50 (s, 4H, NHCICH,). *C NMR (D,O): §
(ppm) = 48,97 (s, 2C, NH&,CH,); 0 (s, TSP : ref).
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I-4 - Modification de la IPET par différents synthons sur la
IPET

I-4. 1 Modification de la IPElI par précurseurs
d’acide aminé (premier protocole)

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé dafingérant, 500 mg de IPEI (11,6 mmol en
unité éthylenimine ou EI) sont dissous dans 2 read’et 2 ml d’acide chlorhydrique 6N. A ce mélasget
additionné 602 mg d’histidine-N-acryloyle (2,88 mind.a variation de la quantité de la L-histidine-N
acryloyle permet d’obtenir différents taux de mawifion sur la IPEI (de 2 a 67%). Le pH de la doluest
ensuite ramené a 7 par I'ajout de 2,5 ml de sou@ékbl ; et le mélange réactionnel est dilué parrBl5
d’eau déminéralisée pour obtenir concentrationP&ti He 1,17 M. La modification est menée, souseagbt
agitation, durant 48 heures a 100°C.

En fin de réaction, le mélange réactionnel estsalefroidi puis lyophilisée. La poudre jaunatremgcipitée
dans 10 mL de méthanol acidifié par 1 mL de HClpkécipité jaune est filtré sur un verre frittém@osité

3 ou 4. Ensuite, il est solubilisé dans 3 mL d'd4iliQ et placé dans un boudin a dialyse, Spectr@po
1000WCO membranes pendant 24 heures contre I'el@.miprés récupération du contenu du boudin est
lyophilisé pour obtenir une poudre jaune. La stietobtenue est déterminée par RMIM, (*°C, 2D

homonucléaire) et sa masse molaire est détermarésHC.

RMN *H (300 MHz, DO) & (ppm) = 8,5 (s, 1H, imidazole =SC°HNHCH); 7,2 (s, 1H, ¢NC’HNHC’H);
4,32 (bs, 1H, CBOOH); 3,2 (large singulet (Is), 4H, (NHGEH,), unité El); 3,61 (Is, 2H, CCILHN); 2,8
(Im, 4H, (NRCHCH,), unité éthylénimine (EI) histidinilée); 2,57 (BH, NCHCH,CONH); 2,35 (Is, 2H,
NCH,CH,CONH). RMN **C (75 MHz, BO): & (ppm) = 179,33 (s, 1C, CHWOH); 177,98 (s, 1C,
NCH,CH,CONH); 135,92 (s, 1C, TIC*HNHC"H); 132,56 (s, 1C, tNC’HNHC’H); 119,22 (s, 1C,
C*NC’HNHCH); 57,15 (s, 1C, BCOOH); 51,92 (s, 1C, (NRE;CH,NH), unité El histidinilée); 47,70 (bs,
2C, (NHH.CH,), unité EI); 46,16 (s, 1C, (NRGBH.NH), unité EI histidinilée); 50,63 (s, 1C,
NCH,CH,CONH); 35,23 (s, 1C, Ga,CHN); 28,89 (bs, 1C, NCHH,CONH); 0 (s, TSP : ref).

I-4. 2 Modification de la IPEI par les précurseurs
d’acide aminé (second protocole)
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Typiguement, dans un monocol de 10 mL, équipé dafngérant, 500 mg de IPEI (11,6 mmol en
unité éthylenimine ou El) sont dissous dans 2 read’et 2 ml d’acide chlorhydrique 6N. A ce mélasget
additionné 602 mg d’histidine-N-acryloyle (2,88 mlind_a variation de la quantité de la L-histidine-N
acryloyle permet d’obtenir différents taux de mamiifion sur la IPEI (de 2 a 67%). Le pH de la doluiest
ensuite ramené a 7 par I'ajout de 2,5 ml de soulébi ; et le mélange réactionnel est dilué parr8l5
d’eau déminéralisée pour obtenir concentrationteylénimine de 1,17 M. La modification est menémss
azote et agitation, durant 48 heures a 100°C @i@u9).

En fin de réaction, le mélange réactionnel estsalefroidi puis I'eau est lyophilisée. La poudrarjatre est
reprise dans de I'eau MiliQ et placée dans un boadiialyse, Spectrapore 1000WCO membranes pendant
24 heures. Aprés récupération du contenu du bolidiy est lyophilisée pour obtenir une poudre @ura
structure obtenue est déterminée par RV t°C, 2D homonucléaire) et sa masse molaire est diétéem

par SEC.

H
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Figure 2-9: Réaction de Michaél de I'histidine-N-acryloyleisla IPEI

IPEI-N-histidine

Rendement : 620,1 mg (72%). RMN (300MHz, D0) & (ppm) = 8,5 (s, 1H, IC*HNHC’H); 7,2 (s, 1H,
C'NC?HNHC’H); 4,32 (bs, 1H, CBOOH); 3,2 (large singulet (Is), 4H, (NHGEH,), unité El); 3,61 (Is,
2H, CCHCHN); 2,8 (Im, 4H, (NRCHCH,), unité éthylénimine (El) histidinilée); 2,57 (I2H,
NCH,CH,CONH); 2,35 (Is, 2H, NCKCH,CONH). RMN **C (75 MHz, BO): § (ppm) = 179,33 (s, 1C,
CHCOOH); 177,98 (s, 1C, NCHEH,CONH); 135,92 (s, 1C, TIC*HNHCH); 132,56 (s, 1C,
C*NC?HNHC®H); 119,22 (s, 1C, tTNC®HNHC®H); 57,15 (s, 1C, HCOOH); 51,92 (s, 1C, (NREGCH,NH),
unité El histidinilée); 47,70 (bs, 2C, (NHHCH,), unité EIl); 46.16 (s, 1C, (NRGBH,NH), unité El
histidinilée); 50.63 (s, 1C, Nd,CH,CONH); 35.23 (s, 1C, G&,CHN); 28.89 (bs, 1C, NC}¥H,CONH); 0
(s, TSP : ref).

IPEI-N-Arginine
Rendement : 150 mg (32,6%4H NMR spectroscopy (300 MHz,,D) & = 4,01 (large multiplet (Im), 2H,
(NRCH,CH,), unité éthylenimine (El) greffée arginine); 3,8, 2H, (NRCHCH,), unité EIl greffée
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arginine); 3,55 (Is, 1H, NHCEOOH); 3,17 (bs, 2H, (NHC}H,), unité El non modifiée); 2,94 (Is, 2H,
(NHCH,CH,), unité El); 2,72 (Im, 2H, NRC}H,CONH); 2,60 (Is, 2H, NCECH,CONH); 1,84 (Is, 2H,
CHCH,CH,CH,NHC(N;H3)); 1,67 (Is, 2H, CHCLCH,CH,NHC(N,H3)). RMN **C (75 MHz, RO): § (ppm)
= 188,30 (s, 1C, CHOOH); 178,49 (s, 1C, ClHCONH); 159,51 (s, 1C, NH@®IH)NH,); 57,65 (s, 1C,
NHCHCOOH); 50,63 (s, 1C, NG,CH,CONH); 48,19 (bm, 2H, (NRCICH,), unité El non modifiée et
unité El greffée arginine); 43,43 (m, 1C, CHEH,CH,NHC(NH)NH,); 29,48 (m, 1C,
CHCH,CH,CH,NHC); 28,89 (bs, 1C, NC}H,CONH) ; 27,55 (m, 1C, CHA,CH,CH,NHC); 0 (s, TSP :

ref).

Etude cinétique
Le protocole utilisé pour les études cinétiqueslesnéme que le premier protocole. Cependant,

I'expérience est réalisée pour un volume de 10 Dws prélevements de 2 mL sont effectués a 30 min, 1
heures 2 heures, 3 heures, 4 heures et 5 heurestrucaure obtenue est déterminée par RN G00

MHz). Rendement de 75 a 85 % selon les prélevements

I-4. 3 Modification de la IPEI par de [lhistidine
méthyle ester-N-acryloyle

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé dafingérant, 230 mg de IPEI (5,36 mmol en
unité El) sont dissous dans 1 ml d’eau et 2 mlideachlorhydrigue 6N.A ce mélange sont additionnés,
203,4 mg d’histidine méthyle ester-N-acryloyle (ininol). Le pH de la solution est ramené a 1 pgouta
de 0,5 ml de HCI 6N ; et le mélange réactionnelddst par 1 ml d’eau déminéralisée. La modificatest

menée, sous agitation durant 48 heures a 100°@r¢fi2r10).

. H
* N
ﬂr—o n m
eau, pH=7 reflux
HN o N  —
H 512

N
[ )
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MeO.
o
o N HN
H
MeO. / &

Figure 2-10: Réaction de greffage de I'histidine méthyleersN-acryloyle sur la IPEI

En fin de réaction, le mélange réactionnel estsalefroidi puis I'eau est lyophilisée. La poudrarjatre est

précipitée dans 10 mL d’acétate d'éthyle. Le préeipaune est récupéré et séché a I'étuve a vide sa
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chauffage. La structure obtenue est déterminédrptM (*H, °C, 2D homonucléaire) et sa masse molaire
est déterminée par SEC.

Rendement: 466,6 mg (97%). RMRH (300, MHz, DO) & (ppm)=7,63 (s, 1H, imidazole =
C'NC?HNHC’H); 6,87 (s, 1H, (NC®HNHC®H); 4,33 (large singulet (Is), 1H, GHDOCH); 3,43 (Is, 2H,
CCH,CHN); 2,86 (Is, 3H, CHCOOCHt 2,86 (Is, 6H, (NHCHCH,NRCH,CH,), unité El histidinilée); 2.8
(Im, 2H, NRCHCH,); 2,42 (Is, 2H, NCHCH,CONH); 2,14 (Is, 2H, NCKCH,CONH). RMN**C (75 MHz,
D,0): & ppm= 177,73 (s, 1C, NGBH,CONH); 174,72 (s, 1C, CHOOCH,); 135,73 (s, 1C,
C'NC?HNHC®H); 133,53 (s, 1C, tNC’HNHCH); 117,74 (s, 1C, ®C*HNHC®H); 55,40 (s, 1C,
CHCOOCH); 51,33 (s, 1C, NHB,CH,CONH); 48,97 (s, 1C, CHCOQ®); 47,05-45,51 (m, 4C,
(NRCH,CH,NHCH,CH,NR), unité EI non modifiée et unité EI histidini)ée 32,70 (s, 1C,
NCH,CH,CONH); 29,13 (s, 1C, NHCH@&,C)); O (s, TSP : ref).

Etude cinétigue
Le protocole utilisé pour les études cinétiguedeestéme que ci-dessus. Cependant, I'expérience est

réalisée pour un volume de 10 mL. Des préléevermamtd mL sont effectués a 30 min, 1 heures 2 hefres,
heures, 4 heures et 5 heures. Le solvant est lysbet la structure du produit est déterminée RN 300

MHz). Rendement de 75 a 80% selon les prélévements.

I-4. 4 Modification de la IPElI par les synthons
adamantanes

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé difingérant, 43 mg de IPEI (1 mmol en unité
El) sont dissous dans 0,192 ml de DMSO. Le mili&actionnel est mis dans un bain d’huile & 100°CeA
meélange est additionnée, 13,1 mg du l-adamantatte/la@ine-N-acryloyle (0,06 mmol). La variation de
la quantité du 1l-adamantane méthylamine-N-acrylpgiemet d’obtenir différents taux de modificatiamr s
la IPEI (de 0,4 a 50%). La modification est mers&eis agitation durant 24 heures a 100°C (figuré)2-1
En fin de réaction, le mélange réactionnel estsalefroidi. Le milieu réactionnel est précipité d&nmL de
THF. Le précipité jaune est récupéré et séchétdvkbéa vide sans chauffage. La poudre jaunatreepse
dans de I'eau MiliQ et placée dans un boudin aysél Spectrapore 1000WCO membranes pendant 24
heures. L'eau est lyophilisée pour obtenir une peyaune. La structure obtenue est déterminée pid R

(*H, **C, 2D homonucléaire) et sa masse molaire est digtéerpar SEC.
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Figure 2-11 :Réaction de modification de la IPEI par du 1-agi@ntane-méthylamine-N-acryloyle

IPEI-N-Adamantane méthylamine

Rendement : 40,8 mg (75,6%). RMMN (300 MHz, DO) & (ppm) = 4,20-3,25 (large singulet (Is), 8H,
NHCH,CH, NRCH,CH,), unité éthylenimine (EI) non modifiée et unité gieffée adamantane); 3,17 (m,
4H, NCH,CH,CONH); 2,70 (NHCHCad); 1,91 (s, 3H, adamantane); 1,59, (m, 6H, adtane); 1,43 (s,
6H, adamantane). RMN°C (75MHz, DO): & (ppm) = 164,72 (Is, 1C, NGBH,CONH); 48.73 (m,
NHCH,Cad); 45,53 (Is, 1C, NR&;CH,CONH); 45,53-44,68 (bs, 2C, (NHGEH,NRCH,CH,NH, unité El
greffée adamantane); 44,66 (Is, 2C, (NHCH,NRCH,CH,NH, unité EI); 38,23 (Is, 1C,
NRCH,CH,CONH); 33,68 (m, 1C, Ckdamantane); 28,18 (Is, 3C, adamantane); 27,5 (sad&amantane);
0 (s, TSP : ref).

IPEI-N-Adamantane éthanol
Rendement : 51,1 mg (77%). RMNH (300MHz, CDC})) & (ppm) = 4,20-3,25 (Is, 8H, NHGRH,
NRCH,CH,), unité (El) non modifiée et unité El greffée adetane); 3,17 (m, 4H, NGBH,CONH); 2,70
(m, NHCH,Cad); 1,91 (s, 3H, adamantane); 1,59, (m, 6H, adtana); 1,43 (s, 6H, adamantane). RN
(75 MHz, DO): & (ppm) = 173,07 (Is, 1C, NGEGH,CONH); 57,72 (m, 1C, 8,CH,Cad); 51,19-49,45 (Is,
2C, (NHQH,CH,NRCH,CH,NH, unité El); 48,69 (Is, 1C, NRGCH,COOCHCH,); 45,53-44,68 (bs, 2C,
(NHCH,CH,NRCH,CH,NH, unité El greffée adamantane); 47,52 (m, 1C,CHHCad); 43,06 (Is, 1C,
NRCH,CH,COOCHCH,); 42,78 (s, 3C, &@CH,CH,NHCO); 37,2 (s, 3C, &iCH,CH,NHCO); 32,04 (s,
1C, ad@H,CH,NHCO); 28,18 (bs, 3C, adamantane); O (s, TSP .. ref)
Etude cinétigue

Le protocole utilisé pour les études cinétiques lestméme que ci-dessus. Toutefois, des
prélevements a 30 min, 1 heures 2 heures, 3 heulesyres et 5 heures sont effectués lors de ¢lagdale
solvant est évaporé et le produit est séché a/Bévide. La structure obtenue est déterminé&pix (*H,
300 MHz). Rendement de 90 a 80% selon les prélemtsme
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I-4. 5 Modification des IPEI-N-histidine par le 1-
adamantane meéthylamine-N-acryloyle

Typiguement, dans un monocol de 10 mL, équipé dafiigérant, 100 mg de IPEI-N-histidine (2,3
mmol en unité éthylenimine ou EIl) sont dissous d3A48 ml de DMSO. Le milieu réactionnel est miagia
un bain d’huile & 100°C. A ce mélange est additt@ 83,5 mg de 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle
(0,15 mmol). La modification est menée, sous agiaturant 24 heures (figure 2-12).
En fin de réaction, le mélange réactionnel estsalefroidi. Le milieu réactionnel est précipité d&nmL de
THF. Le précipité jaune est récupéreé et séchétavbea vide sans chauffage. La poudre jaunatreepste
dans de I'eau MiliQ et placée dans un boudin aygél Spectrapore 1000WCO membranes pendant 24
heures. L'eau est lyophilisée pour obtenir une pegaune. La structure obtenue est déterminée M R

(*H, °C, 2D homonucléaire) et sa masse molaire est digtéerpar SEC.

¥—0 *‘[\/H\/]/{,\ /\]\ H (o]
N
HN 389 123"
+ DMSO  100°C {/\ /\]+/N\/H/\ /\]\
A~ s

o 24 heures How 123 o
NH
® ©
NaO\")\T»N o
o NH HN

Figure 2-12: Réaction de greffage du 1-adamantane-méthylamMeacryloyle sur la IPEI-N-histidine 24%

IPEI-N-histidine-N-Adamantane méthylamine

Rendement: 63 mg (56,3%). RMRH (300 MHz, DO) & (ppm) = 7.66 (s, 1H, imidazole =
C'NC?HNHC®H); 6,89 (s, 1H, ¢NC*HNHC®H); 4,20 (large singulet (Is), 1H, GEHDOH); 3,46 (Is, 2H,
CCH,CHN); 3,02-2,75 (Is, 12H, NHC}€H, NRCH,CH,), unité éthylenomone (EI) non midifiée, unité El
histidinilée et unité EI greffée adamantane); 2/ (Is, 4H, NCHCH,CONH-histidine et
NCH,CH,CONHCHad); 2,42 (NHCHCad); 1,86 (s, 3H, adamantane); 1,61 (m, 6H, adsmaejy 1,38 (s,
6H, adamantane). RMN°C (75 MHz, BO): & (ppm) = 179,33 (s, 1C, CHTOH); 177,98 (s, 1C,
NCH,CH,CONHbhist); 164,72 (Is, 1C, NCi&H,CONHCH,ad); 135,92 (s, 1C, ®IC*HNHCH); 132,56 (s,
1C, CNC?HNHC’H); 119,22 (s, 1C, tNC*HNHC°H); 57,15 (s, 1C, BCOOH); 50,63 (s, 1C,
(NRCH,CH,CONHbhis)); 48,73 (NHChKCad); 47.70 (Is, 2C, (NHE,CH,NRCH,CH,NH, unité El); 46,16-
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44,68 (Is, 4C, (NHCKHCH,NRCH,CH,NH, unité EI histidinilée et unité El greffée adartame); 45,53 (s,
1C, NRCH,CH,CONHCHad); 38,23 (Is, 1C, NR@,CH,CONH); 36,58, s, 3C, adamantane); 35,23 (s, 1C,
(C'NC®*HNHC®H)CCH,CHN); 33,68 (m, 1C,_H,ad); 39,79 (s, 3C, adamantane); 28,89 (Is, 1C,
NCH,CH,CONHhis); 28,16 (Is, 3C, adamantane);; O (s, T&):

IPEI-N-histidine méthyle ester-N-Adamantane méthylanine

Rendement : 56,2 mg (50%). RMNH (D,O) & (ppm) = 8,02 (s, 1H, BIC’HNHC"H); 6,91 (s, 1H,
C'NC?HNHCH); 3,43 (large singulet (Is), 2H, CGEHN); 4.33 (Is, 1H, CEOOCH); 3,02-2,75 (Is, 12H,
NHCH,CH, NRCH,CH,), unité éthylénimine (EI) non modifiée, unité Ektidinilée et unité El greffée
adamantane); 3,17 (m, 4H, NgEH,CONH); 2,86 (Is, 3H, CHCOOCHt 2,8 (Im, 2H, NRCHCH,); 2,70
(NHCH,Cad); 2,42 (Is, 2H, NCKCH,CONH); 2,14 (Is, 2H, NCKCH,CONH). 1,91 (s, 3H, adamantane);
1,59, (m, 6H, adamantane); 1,43 (s, 6H, adamantane)

I-4. 6 Modification de la IPEI-N-histidine 21% par
de I'arginine-N-acryloyle

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé défingérant, 500 mg de IPEI-N-histidine (11,6
mmol en unité éthylenimine ou EI) sont dissous daB48 ml d’eau. A ce mélange est additionnée,6§2
de la L-arginine-N-acryloyle (2,8 mmol). Le pH dedolution est ramené a 7 par I'ajout de 0,1 ndalele a
0,5M. La modification est menée, sous agitatiomadu48 heures & 100°C (figure 2-13).
En fin de réaction, le mélange réactionnel estsalefroidi puis I'eau est lyophilisée. La poudrarjatre est
reprise dans de I'eau MiliQ et placée dans un boadiialyse, Spectrapore 1000WCO membranes pendant
24 heures. L'eau est lyophilisée pour obtenir unadpe jaune. La structure obtenue est déterminée pa

RMN (*H, 2D homonucléaire) et sa masse molaire est détéenpar SEC.
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Figure2-13: Réaction de modification de la IPEI-N-his 21%apde I'arginine-N-acryloyle

Rendement : 30,7 (53%). RMNH (D,0) & (ppm) = ,02 (s, 1H, ®IC*HNHC’H); 6,91 (s, 1H,
C'NC?HNHC’H); 4,3 (s, 1H, CONHCBH,(C'NC’HNHC’H)COO); 3,92, (Im, 1H, CONHCHIOO)-
CH,CH,CH,NHC(NH)NH,); 3,62-2,56 (Im, 2H, (NRCKCH,), unité ethylénimine (EI non modifiée, El
greffée arginine et ElI greffée histidine); 3,55 , (IslH, NHCHCOOH); 3,14 (1H,
CH,CONHCHCH,(C*NC*HNHC®H)); 2,72 (Im, 4H, NRCHCH,CONH); 2,60 (Is, 4H, NCKCH,CONH);
1,84 (bs, 2H, CHCKCH,CH,NHC(N;H5)); 1,67 (Is, 2H, CHCHCH,CH,NHC(N;Hs)).

II - Techniques d’analyse
II-1 - Spectroscopie de Résonance magnétique nucléaire (RMN)

II-1. 1 RMN du proton ( H)

Les analyses RMNH ont été enregistrées a l'aide d’'un spectromémek& Avance 300 MHz.
L’expérience utilisée pour les analyses RMN 1Hzg80 obtenue avec 128 scans.
Pour obtenir les expériences RMN 2D homo-nucléa&tehétéro-nucléaire, les paramétres appliqués

sont ABSL=1 et ISEN=500.

1I-1. 2 RMN du carbone ( 130)

Les analyses RMNC ont été enregistrées a l'aide d’'un spectrométkd® Avance 75 MHz. Le
nombre de scans utilisé pour ces expériences @ifeou 16000 scanSC inversagate : zgig).
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[I-1. 3 Généralités sur les expériences de RMN

Les valeurs des déplacements chimiqg@@sdnt exprimées en partie par million (ppm). Rbews

la calibration des spectres est réalisée en d@sautilcomme référence I'acide triméthyle silyler8gionique

2, 2, 3, 3, sodium (TMP). Le tableau 2-3 réperttoies les déplacements en proton résiduel et érocar

des solvants deutéré ayant servi aux analysesgfes:

Tableau 2-3: déplacements chimiques des molécules résidugdtesonées dans les solvants deutérés corresporglant
en RMN pour la calibration des spectres

HOD CHC} CD;SOH TMP
"H (ppm) 4,79 7,27 2,5 0
C (ppm) 77 43 0

lI-1. 4 RMN DOSY

Les expériences RMN DOSY (Diffusion Ordered Spesttopy) ont été réalisées sur un
spectrométre Avance 300 MHz Bruker dans le DMSG°&€2La calibration en température du spectrometre
a été réalisée entre 298K et 313K a l'aide d'unaétilon 100% CHOH, la différence de déplacement
chimique entre les deux pics du méthanol étantiirédans cette gamme de température. La force des
gradients a été déterminée en utilisant un ingemplexiglass dont la taille a été mesurée avecigofc
(8mm % 0.01 de long, diameétre extérieur de I'ingagal au diameétre intérieur du tube RMN) ; I'insest
immergé dans un tube RMN contenant de I'eaQ ites pure. La force des gradients a été déteenéné
utilisant la séquence RMN calibgp et une valeur568e8 G/cm a ainsi été trouvée. Afin de vérifier la
précision de la calibration en température et dadignts, une expérience DOSY a été réalisée stuhm
RMN contenant un mélange de®D,O (10%/90% en moles) dont le coefficient de diffusa été publié
par Weingartner anal. (1.935x10 n?.s?). Notre mesure de coefficient de diffusion sututee a donné une
valeur de 1.934xIDn?.s™. Le parfait accord entre les deux valeurs a corfita précision des réglages du
spectrométre RMN. Les expériences DOSY ont étdsgss en utilisant la séquence stegpls avec 16
expériences et en faisant varier le pourcentaggradient entre 5% et 95%. Avant chaque expérigese,

temps de relaxation ont été mesurés puis les tedmpsadient et de diffusion ont été optimisés.
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II-2 - Spectrométrie de masse (ESI/MS)

L'appareil utilisé pour les mesures de spectrorétié masse en ionisation electrospray est un
spectrométre AP12000.
Les produits sont solubilisés, a une concentrat®rl.10' M, dans de un milieu aqueux du méthanol.

II-3 - Dosage en retour des polycations

La IPEI n’étant pas soluble dans I'eau basiquedasage en retour sur les polyamines est réalisé.
Dans un bécher, 0,23 mmol d’'amine secondaire etgaulil des polyméres (IPEI, IPEI histidinylée) sont
pesés précisément. 9 ml d’eau distillée a pH=9 agmittés puis 3 ml d’HCIl & 0,1 mol/L. Le pH de eett
solution est d’environ de 2. La solution obtenuedesée par la soude & 52fol/L. L'évolution du pH est
suivie a l'aide d’'un systeme automatique de dodamgipH, d’'une électrode de référence au calomel
(Tacussel) et d'une électrode de verre haute alt@liélectrode de mesure, Tacussel XG200).

La courbe de dosage pH=f (volume de soude ajoesidjacée et le pKa moyen est déterminé par la

méthode des dérivées.

II-4 - Solubilité et masse molaire des polymére et
détermination des diametres des polyplexes par diffusion de la

lumiére dynamique
[I-4. 1 Condition

IIT-4. 1. 1 Solubilité et masse molaire des polyméres

La solubilité et les masse molaires des différguilymere sont déterminées par nano zétasizer
(Malvern Instruments, France, laser rouge = 633 angle=173°) utilisant la diffusion de la lumiere
dynamique, d’apres la diffusion des polymeéres.

Cet appareil est aussi utilisé pour estimer lessemsolaires des polymeres, utilisant la dispersion
des solutés a diverse concentration d’échantilldgrpére. Les mesures permettent d’obtenir la codebe

Debey, déterminé par l'intensité moyenne de vanaties échantillons en fonction de leur concewtnati
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L'interception de I'extrapolation a la concentnatioulle peut étre calculée. Le parametre qu'il faut
déterminer au préalable est la variation de I'iedie réfaction du polymeére dans la solution aquélrseC)

déterminée par SEC. Ce parametre entre dans ld dal¢éa masse molaire.

IIT-4. 1. 1 Détermination des diamétres des polyplexe polymére/plasmide

Un ZetaSizer 3000 (Malvern Instruments, Orsay, €gataser = 204 nm), utilisant aussi la diffusion
de la lumiere dynamique a permis pour obtenir iesndtres des polyplexes vecteurs cationiques/ADN,

d’'apres la diffusion des particules dans la solubiiEPES

[1-4. 2 Protocole

Les mesures solubilité des vecteurs synthétisésréalisées en solution aqueuse (eau, HEPES et
HEPES + 150 mM NaCl), pour une concentration de/tmhde polymére.

Les mesures de tailles des complexes polymeras) kelatio en poids) sont réalisées dans 1 mL de
tampon 60 mM HEPES pH=7,4, en présence et en absient50 mM de NaCl.

Les mesures de masse molaire des polymeres soligéesaen solution agueuse, avec Six
concentrations différentes de produits, (3 mg/mzs2ng/mL, 2,5 mg/mL, 2 mg/mL, 1,75 mg/mL et 1,5
mg/mL).

II-5 - Le potentiel zéta

[1-5. 1 Condition

Les zétasizer de la société Malvern (nano zétdssomt aussi utilisés pour caractériser le potentie
zéta des polyméres et des polyplexes.

Les potentiels zéta des nouveaux polymeres estngi@te par un nano zétasize series (Malvern
Instruments, France, laser rouge = 633 nm, angl&31landis que ceux des polyplexes sont obtenutepa
ZetaSizer 3000 (Malvern Instruments, Orsay, Fralaser = 204 nm).

Le potentiel zéta est mesuré en appliquant un cl@egrique a travers une dispersion de polymeres
(ou complexes). Les particules dans la dispersiae an potentiel de zéta émigreront vers I'éleetroel la
charge opposée avec une vitesse proportionnellanpottance du potentiel de zéta. Cette vitesse est

mesurée utilisant la technique de I'anémométridader Doppler. Le déplacement de fréquence ou le
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déphasage d'un rayon laser d'incident provoquagmiparticules mobiles est mesuré comme mobilité de
particules, et cette mobilité est convertie en pi¢ de z&ta en entrant la viscosité de dispersaint

application des théories de Smoluchowski et de Eluck

[1-5. 2 Protocole

Les mesures de potentiel zéta des vecteurs sys#hétont réalisées en solution aqueuse, pour une
concentration de 1mg/ml de polymere.

Les mesures de tailles des complexes polymeram(fekatio en poids) sont réalisées dans 0,7 mL
de tampon 60 mM HEPES pH=7,4.

II-6 - Chromatographie d'extrusion stérique (CES ou SEC)

La chromatographie d’exclusion stérique a été séalisur deux colonnes analytiques, cationiques,
monté en série, de type CAT 1000 et CAT 100 dmtaété E Progen Inc.
La chaine SEC comprend une pompe shimadzu LC10Aijnjecteur automatique SIL-20A, un détecteur
spectrophotométrique (DDL, MALLS), un détecteurwvilgcosité (Viscostar 1l, Wyatt Technology Corp) et
un détecteur réfractométrique différentiel (RID AO0Shimadzu). L’injection des différents polyméres
(10mg/mL) est réalisée a partir d’'une solution dedpit dissous dans un éluant aqueux de LIRQ mol/L,
pH 5,5 (filtré sur 0,i&m).
L'exploitation des résultats s'effectue grace ritefface d'acquisition et au logiciel Astra 5.34.1La

méthode de calcul choisie est "Zimm ordre 1" aescngles compris entre 52 et 142°.

III - Protocoles biologiques

III-1 - Gels d'électrophorése

[1I-1. 1 Généralité sur I'électrophorese

Pour déterminer la quantité de polymére nécessaiine complexation compléte de 'ADN, une

électrophorese est effectuée.
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Le principe de I'électrophorése réside dans ledai I'on dépose sur un gel d’agarose de 'ADN
chargé négativement et qu'’il migre vers un polatiiger application d’'une tension électrique seigel. Si
le plasmide est complexé a un polymere cationidjaevient plus gros et ne peut plus migrer dasgleres
du gel. En faisant varier la quantité de polymé&enapport a la quantité du plasmide utilisé, eedire en
faisant varier le rapport N/P (quantité d’azotetpnée provenant du polymére sur la quantité depstade
présent dans 'ADN), on peut déterminer la quantii@imale de polymére nécessaire pour condenser le
plasmide.

Pour visualiser I'ADN et le complexe, le bromur@ttlydium est utilisé. C’'est un composé qui
devient fluorescent lorsqu'il s’intercale entre [esres de bases de 'ADN. Il faut signaler qu@stforte
condensation, le marqueur fluorescent ne s'interphls dans I'ADN et les complexes ne plus visilsless

la lampe UV.

[1I-1. 2 Formation du gel retard d’agarose 6%

Les gels d'électrophorese qui sont utilisés séalisés avec une concentration d’agarose de 6%.

3 g d’agarose sont solubilisés a chaud dans 50rtédrdpon TEB (tris borate EDTA : 89 mM Tris
(tris(hydroxymeéthyl)aminométhane), 89 mM d’acideifoe, 2 mM EDTA, pH = 8,3). Aprés solubilisation
totale de I'agarose, le mélange est refroidit dtrtamure d’éthydium y est ajouté. Ensuite le gékeslé sur

une plaque.

[1I-1. 3 Protocole

- La capacité des vecteurs a former des complexes lavplasmide pADN (pT11033-luc,
9514 pb de Trangene SA, Strasbourg, France) estie&a par électrophorése a 90 mV. Le
gel d’agarose (0,6%) contient le bromure d’éthydium

- Pour obtenir la formation d’'un complexe vecteur/ARRNNtenant 1pg d’ADN, pour un
rapport en poids w/w = 6/1, il faut :

o Dans un épendorf, ajouter 6 pul de polymére a 1 mdéms 6 pl de tampon Hepes
10 mM pH 7,4.

o Dans un autre épendorf, prendre 1 ul de plasmideg/(d) et ajouter 1ul de de
tampon Hepes 10 mM pH 7,4.

o0 Additionner la solution de polymére dans la solutitu plasmide, mélanger 3 fois
avec la pipette.

0 vortexer 4s et laisser reposer 30 min a tempéraiufabo.
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o0 Ajouter 5ug de bleu de charge ou BET (pour localigdN, par fluorescence)
0 Mettre le mélange de polyplexes dans les puitsellvegard
La formation des polyplexes a été examinée pouraligss w/w vecteur/ADN de 1/1 a 8/1. La compleaati

du plasmide est démontrée par le manque compleigiation de I'ADN.

ITI-2 - Transfection in vitro

Le plasmide (pADN) utilisé pour les testsvitro est le plasmide pTG11033-luc possédant 9514 pb
(de Trangene SA, Strasbourg, France) contenarérle godant pour la luciférase dont I'expressiorsess

la dépendance du promoteur du cytomégalovirus CMV.

[11-2. 1 Test luciférase

Le principe du test repose sur I'oxydation de daiférine par la luciférase avec émission d'un
photon.
En ajoutant de la luciférine au lysat des celltiaasfectées, il est ainsi possible de mesureu#amtité de
lumiére émise et d’évaluer I'expression du gendduase c'est-a-dire I'efficacité de la transfeatio

Les tests se font avec deux ratios de polymérested au plasmide. Ces quantités ont été

préalablement déterminées par électrophorese.

[11-2. 2 Protocole de transfection

Les tests de transfection ont été réalisé pouratass vecteur/ADN de w/x=3/1 et 6/1.
Pour obtenir la formation d’'un complexe /ADN cordaah7,5ug d’ADN, pour un rapport en poids
wiw = 1/6, il faut :
o Ajouter 90 pl de polymere a 1 mg/ml dans tampondse0 mM pH 7,4 dans 7,5
pg de plasmide ADN préparé dans 100 pl de tamp@e$i€0 mM pH 7,4
0 vortexer 4s et laisser reposer 30 min a températufabo.

o Ajuster a 1,5 ml avec du milieu de culture avec K&um

L’efficacité du transfert de gene par les polypkeest évaluée vitro sur les lignées cellulaires HelLa et

C2C12; utilisant le plasmide pTG11033-luc. Ledubes, placées dans des puits de transfection sont
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incubées durant 4 heures a 37°C avec 0,5 ml delagslgs (contenant 2,5 g de pADN) dans un milieu de
culture contenant 10% de sérum de veau feetal. Endeimilieu de culture est changé et remplacéupar
milieu de culture fraichement réalisé sans polypéex

L’activité luciférase est mesurée au bout de 48dwde culture avec un luminomettieX=488

nanometre) et exprimée en RLU/mg de protéines.
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Chapitre 3 :
Synthese de dérivés de

poly(éthylenimine) linéaire
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Depuis 1987, les peptides sont utilisés pour obtias vecteurs efficaces en transfection, notamment
en présence de chloroquine, mais ils présententaxigité peu compatible avec une applicatiorvivo'’.
Le premier polypeptide utilisé pour cette applicatest la poly(L-lysine€§®. Un greffage d'histidine sur cette
macromolécule a permis une diminution de la to&iditi polymére initiaf* en améliorant les performances
de transfection. L'objectif de cette partie est dealiser des vecteurs synthétiques a base de
poly(éthylenimine) linéaire (IPEI), modifiée parfférents greffons, le but étant de diminuer la ¢a®i du
polymere, en améliorant les performances de tratigsfede ce matériau. Ces synthéses sont condeiites
utilisant la réaction de Michael, entre une fonctacrylamide ou ester activée et une fonction ardanda
IPEI. La premiere étape de ce travail est dédiked@monstration de la réaction de Michael pdisation
de composés modeles de faible masse molaire, powesn facilement analysés selon les techniques
usuelles. Ce travail sera ensuite étendu a la [REfmere d’intérét, et différents type de greff¢pessédant
des résidus histidines, arginines, adamantanesEnf)n, nous évaluerons la possibilité de conduine u
double greffage sur la IPEI. Un effort particulsara porté au cours de ce travail a I'étude d'é@aies

réactions secondaires pouvant intervenir au coeg®thpes de greffage.

I — Synthese des précurseurs

I-2 - Synthese de la L-histidine-N-acryloyle

La modification de la fonction amine par le chl@ul'acryloyle est conduite selon la réaction

suivante (figure 3-1§°.

NH, f—
®0 o)
Na O / N fr— eau NaOH HN
(¢}
» * ¥ 18 heures T°C amb '\(]96‘% N
Cl
o) N / \
N )
(e} N
H

Figure 3-1: Schéma de synthése de la L-histidine-N-acryloyle

L’acide aminé est modifié en présence du chloruaergloyle en milieu aqueux par une réaction
d’addition élimination. La figure 3-2 montre I'étde protonation de la L-histidine en fonction du, gt la

nécessité de conduire cette réaction en miliewghasi
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solution a pH=7

18 97
i 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
T L
@ ! \
EHg,N*(‘:H*COOH: Hﬁlf(‘:H*COO@ H3Nf(‘:H*COO® ! HZN—(‘:chooe
c‘:H2 (‘:H2 (‘:H2 (‘:H2
c c c C
'@ . ® ! !
Do Nen i Ncn ! N Ncn ; NN
A\ U ! NS ! NS ; A
I HC—NH HC—NH ! HC—NH : HC—NH
charges  ++ L+ + - ! + - ! -
chargée ® chargé® Neutre chargéed
o 3 pHi=7,6 l

précipitation
acétone

Solution trouble I Solution trouble
qui décante . qui ne décante pas
+ Précipité solide ! + Précipité solide

Solution trouble qui ne
décante pas

R

Figure 3-2: Résultats des tests de précipitation de la Ltidime dans I'acétone en fonction du pH du mélangede
la forme protonée de l'acide aminé

Au début de la synthese, le pH est de 14, et dienjusque pH = 6-7 en fin de réaction. L’histidine
est séparée de I'histidine-N-acryloyle par préefjiin d'une solution aqueuse a pH=2 dans l'acétone
puisque la charge globale de la L-histidine-N-amyld est nulle, alors que Tlhistidine est chargée
positivement a ce pH (figure 3-2).

Deux précipitations doivent étre menées afin diékeml'acide acrylique résiduel mis en évidence lpar
présence d'un pic & 5,92 ppm par RMN Le spectre RMNH du produit final est présenté figure 3-3. La
présence du produit attendu est mise en évidenckapparition de pics a 8,27, pour le proton denide,

et, entre 6,32 ppm et 5,61 ppm, pour les protons d®uble liaison acryloyle. La présence d’'un id,2
ppm, pour toutes les réactions réalisées, doitré&etionnée, son explication sera traitée plus di@ins ce

manuscrit.
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Figure 3-3: Spectre RMN'H de la L-histidine-N-acryloyle (EB128e) dans le DBD-d; & 25°C, ([EB128e]=20
mg/ml)

Le spectre de masse (figure 3-4) obtenu par ESIdd8firme cette analyse. Il met en évidence
essentiellement deux pics a m/z 210,2 uma et 23@@ attribués a la L-histidine-N-acryloyle,

respectivement monochargés en proton et sodium.

100%; _ 210,2
95% = >=o

9093
85%7] HO N
75% ° o+ j
70%7 H*
65%
60%
55063
50%] = >=—o
45%7 HN

40%] HO N
35%] S
30%] o N
25% + f
20%
15%
10%
5%
0%

(%) Wi 1oy

Figure 3-4: Spectre ESI-MS de I'histidine-N-acryloyle dans,8 ([EB128a]=1.10'mol.L™)

Le premier protocole, adapté des travaux de lwakuutilisé pour cette synthése (EB043) aboutit &
un rendement de 0,5% en L-histidine-N-acryloylei egt jugé trop faible. Le tableau 3-1 récapituds |

expériences réalisées afin d’améliorer le rendemteqroduit final.
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Tableau 3-1: Conditions opératoires employées lors de la Bgse de la L-histidine-N-acryloyle en milieu aqueux

Température Temps de
mélange réaction Concentration "
. cacti I lors aprées stoechiométrique Quantité Rendement*
Expériences reactionne P NAUG - e soude
de l'addition du | addition du | des deux réactifg © (%)
chlorure réactif (mol.L'%) 9
d’'acryloyle (°C) (heures)
EB043% 25 48 0,2 3 0,5
EB068™ 5 48 0.2 3 3
EB069 5 24 0,2 3 1,1
EBO73 5 24 0,66 3 3,6
EB091 5 18 0,66 3 23 non
reproductible
EB094 5 18 2 3 Tres ;i'lb'e ou
EB096°’ 5 18 2 1 43

* rendement déterminé apres double précipitationsdbacétone.

Lorsque la température de la solution aqueuse kiistldine est abaissée a 5°C lors de l'addition du

chlorure d'acryloyle, nous observons une légérenangation du rendement (EB088) Une diminution du
temps de réaction a aussi permis une légére awmmidior du rendement. Enfin, 'augmentation des
concentrations en réactif (EB091) et la diminutia la quantité de soude ajoutée (EB096) ont permis

d’obtenir un rendement de 43 %, reproductible.
I-3 - Synthese de la L-histidine méthyle ester-N-acryloyle

La L-histidine méthyle ester est insoluble danad’'& pH=14. La réaction d’addition élimination de
la L-histidine méthyle ester est réalisée dansdelorométhane en présence de triéthylamine. Latisol de

L-histidine méthyle ester et de triéthylamine ekicge a 5°C, puis le chlorure d'acryloyle est aout

lentement (figure 3-3§". La réaction est alors conduite durant 48 heures.

NH, —
eO / N _— CH,Cl, N(CH,CHg)3
(6]
» * ¥ 48 heures T°C amb
o N c
; )

Figure 3-5: Schéma de synthése de I'histidine méthyle eMeaeryloyle

Le produit de la réaction est ensuite purifié pae axtraction eau-acétate d’'éthyle. Ensuite, |igpar

organique est analysée par RMN (figure 3-6), RMN'*C et ESI-MS (en annexe). Le rendement de la
réaction est de 35%.
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Figure 3-6: Spectre RMN'H la L-histidine méthyle ester-N-acryloyle (EBO61djans DMSO-¢ & 25°C,
([EBO61a]=20 mg/ml)

I-4 - Synthése du 1-adamantane éthanol-O-acryloyle

La réaction d’addition-€limination entre le 1l-adantase éthanol et le chlorure d’acryloyle est

réalisée dans le THF contenant de la triéthylandneant 48 heures a température ambiante (figuie 3-

o=

OH o)
e THF N(CHCHz)3
(o] >
+ } 48 heures T°C amb
C

Figure 3-7: Schéma de synthése du 1-adamantane éthanol-GAagie

A la fin de la réaction, le produit est purifié pame extraction dichlorométhane-eau carbonate de
soude saturé. La fraction organique est séchée mbHuit obtenu est caractérisé par RMN(figure 3-8),
RMN **C et ESI-MS.
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Figure 3-8: Spectre RMN'H du 1-adamantane alcool-O-acryloyle (EB014a) daBBCl; a 25°C, ([EB014a]=20
mg/ml)

L'analyse RMN'H du produit pur, le 1-adamantane éthanol-O-actglogst confirmée par la

spectrométrie de masse (ESI-MS). Le pic obseméza257,2 uma est attribué au composé 1l-adamantane

éthanol-O-acryloyle sous la forme monochargée pacation sodium (figure 3-9). Le pic a 491,4 amu es

attribué a deux molécules du 1-adamantane éthasoti&es a un cation sodium. Le pic a 355,3 amu peu

étre d0 & une impureté provenant du spectromeneeffet aucune combinaison entre les moléculgg(en
et dégradée) associées a différents cations nespamd a cette masse.

Cette synthése a donné un rendement de 93%, etieasment totale.

2572

Rel so%
Int 48%
(%) %1 B

74.1 3553

) . 1 A 2 J.T, W, W VY TR, T S X L
a0 100 150 200 250 200 350 400 450 500 550 =]
miz, amu

Figure 3-9: Spectre ESI-MS du 1-adamantane éthanol-O-acrji{{EB014a]=1.1¢ mol.L™)
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I-4 - Synthese du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle

La synthese du 1l-adamantane méthylamine-N-acryl@igare 3-10) est réalisée dans les mémes

conditions que pour le produit précédent.

NH,

— THF N(CHzCHg)s NH
O >
+ } 48 heures T°C amb
C

Figure 3-10: Schéma de synthése du 1-adamantane méthylaminaeNAoyle

Apreés l'extraction chloroforme-eau, la fraction anigue est analysée par RMH (figure 3-11), RMN*C
et ESI-MS. L’attribution RMN est effectuée par yestre COSY.
Le rendement déterminé est de 96%.
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Figure 3-11: Spectre RMN*H du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle (EBO16#gns CDC}, & 25°C,
([EB0O16a]=20 mg/ml)

I-6 - Synthese de la L-arginine-N-acryloyle

Un deuxieme acide aminé, la L-arginine, est modiie L-arginine-N-acryloyle. En effet,

I'oligoarginine montre un intérét dans une applmatde ciblage dans le muste™® '*? La réaction
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d’addition-élimination (figure 3-12) est effectugendant 18 heures dans I'eau a pH=11,5, pour &aiter
fixation de I'acryloyle sur le groupement guanidia® I'argininé®’. A ce pH, ce groupement est protoné
(pKa = 13,2), empéchant toute réaction secondainelis que I'amine primaire (pKa=9,2) se trouvesssa

forme amine, ce qui rend favorable la réaction ditaah-élimination avec le chlorure d’acryloyle.

: o

HaN SL) —_— HN )
CH O Na ¥O eaupH=115 \CH ONa
_—_—
cl 18 heures  T°C amb 1(
NH NH
HN=C. ® © =

~N HN=C_® ©

NHCl \NH3C|

Figure 3-12: Schéma de synthése de la L-arginine-N-acryloyle

A la fin de la synthése, le produit est purifié mEnuble précipitation dans l'acétone, adapté du
protocole de purification de la L-histidine-N-aayle (chapitre 2 paragraphes | - 2.6) puis anghgéRMN
'H (figure 3-13), RMN"C et ESI-MS.

Ce spectre RMNH révele aussi un pic & 3,85 ppm, caractéristigieds L-arginine résiduelle.

——4.783
_—4.352
——4.318

Figure 3-13: Spectre RMN'H de I'arginine-N-acryloyle (EB101d) réalisé dans,D & 25°C, ([EB101d]=20 mg/ml)

Le rendement de récupération est de 30%, dont 5®%-afrginine résiduel. Des purifications par
extraction (eau/chloroforme, eau/chlorure de méthyl et eau/THF ...) ont été réalisées, de fagon a
permettre I'obtention de larges quantités de ptod@eule une chromatographie aurait permis une Eep
purification du produit. L'arginine n’intervenanep dans I'étape suivante de la synthése, et po@tesnt

facilement éliminée a cette deuxiéme étape, laraépa arginine-N-acryloyle n’a pas été poursuivie.
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II - Modification des polymeéres
II-1 - Modification de la poly(2-éthyle-2-oxazoline)

[I-1 .1 Synthese de la IPEI

Le précurseur des nouveaux polymeres histidindésagpoly(éthylenimine) linéaire obtenue a partir
de la poly(2-éthyle-2-oxazolin€j de masse molaire Mw=50000 g.Mplp=3-4. Le protocole de synthése
est adapté du travail de Brissault

L’hydrolyse acide de la pEtOx (figure 3-14) est doite durant 48 heures a 100°C en présence
d’HCI concentré (37%).

{/\ /\]\ HCI H,0 reflux
. « * N * + GHsCOOH
N n 48 heures H G
n
4>:O

Figure 3-14: Schéma de synthése de la poly(éthylénimine)ding

Apreés purification du produit, 'analyse RMIM dans DO/TFA 1%, met en évidence la disparition des pics
a 2,29 et 1 ppm des motifs oxazoline pour ne eév@l’un seul pic a 3.28 ppm (figure 3-15).

a a
D,0 {/\ /\]\
* N *
H

n

|
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4.000

Figure 3-15: Spectre RMN'H de la poly(éthylénimine) linéaire (EB017) dans,® contenant 5pl de TFA & 25°C, ,
([EBO017]=20 mg/ml)
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Des expériences de dosage des fonctions amineigriper RMN'H ont été réalisées. Le principe
est une réaction sélective entre les fonctions amiimaire et un dérivé facilement dosable par RMNLa
masse molaire élevée du polymére n'a pas permistetir des résultats satisfaisants. Il est a nqer la
littérature ne rapporte pas de réaction de dédgoadale la IPElI au cours de sa synthese a partilade

p(EtOX)IEG, 190-192

[I-1 .2 Hydrolyse partielle de la poly(2-éthyle-

2-oxazoline)

Le tableau 3-2 regroupe un ensemble d'expériencetam en évidence linfluence du temps
d’hydrolyse acide sur le taux de modification deplaly(2-éthyle-2-oxazoline). Les concentrations en

polymére et en acide chlorhydrique sont fixes.

Tableau 3-2: Conditions et résultats de I'nydrolyse de la p(-éthyle-2-oxazoline) dans 4@ en présence d’HCI
(12N), & 100°C, a diférents temps de réaction.([P@g=1,7 mmolL?)

Expériences Tem?se%?er:)actmn Rerz(c)i/oe)ment Taux d’hydrolyse (%)
EB180 0,5 76 5
EB189 4 90 89
EB193 5 96 90
EB001 24 96 95
EB027 48 100 100

En fin de réaction, le polymére est précipité déther, puis analysé par RMNH. La réaction est

totale au bout de 48 heures et le taux d’hydradysgmente avec le temps de réaction.

II-2 - Modification de la IPET par la L-histidine-N-acryloyle

Dans un premier temps, il est nécessaire de vdidetaction de Michael entre la L-histidine-N-
acryloyle et une fonction amine primaire ou secanegdan utilisant une molécule de faible masse mgla

telle que la spermine (figure 3-16) afin de faeilila caractérisation.

H
HzN/\/\ N /\/\/ N \/\/ NH;
H
Figure 3-16: Structure de la spermine

Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en
thérapie génique 119/ 221
Emilie BERTRAND



[1-2 .1 Réaction modele

II-2. 1. 1 Analyse de la stabilité de la spermine dans différentes conditions de
stockage.

Il est connu que les sels d’ammonium peuvent sigsrréactions de dégradation du type Hoffmann.
Contrairement & la IPEI 22000 grifpla spermine est une petite molécule de massemmdlm=202 g.mof
qui peut étre caractérisée par spectrométrie desena®venant ainsi un bon modele pour déterminer un
possible dégradation de la IPEI. La spermine emtéplen solution aqueuse a une concentration de 1,18
mol.L? (concentration utilisée pour synthétiser les palses & base de IPEI) pour trois pH différents
(pH=2,3 (EB108), pH=7 (EB122), pH=8 (EB109)), durdf heures a 100°C.

En fin de réaction, le solvant a été évaporé, btueanalysé par spectrométrie de masse et RN
Les spectres ESI-MS (figure 3-17) des produitsshaant identiqgues a celui de la spermine avant

traitement.

Spermine dégradée par l'ionisation du spectrometre
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Figure 3-17: Spectre ESI-MS aprés réaction & pH=2,3 (EB1GR) la spermine dans I'eau & 25°C ([EB108]=1:10
mol.LY)

Les spectres RMNH des produits traités (figure 3-18) ne présenpast de différence avec celui de la

spermine de départ, quelque soit le pH de la @acti
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La spermine ne semble pas se dégrader durantaseiage dans une solution aqueuse a 100°C, potioiss

pHs étudiés.
« S
\I/ I
ab ¢ cddcHcb a
HZN/\/\N/\/\/ N~ N,
H
eau al |c b |d
iJ M - LW (J\ )
7‘.0 6.‘5 6.‘0 5.‘5 510 415 410 315 3‘.0 215 210 l‘.5 l‘.O ‘ ppm
Figure 3-18: Spectre RMN'H aprés réaction & pH=2,3 (EB108) de la spermirend D,O a 25°C, ([EB108]=20
mg/ml)

La stabilité de la spermine lors de conditionséition de Michael nous conduit a étudier la Ssetde la

spermine histidinilée.

II-2. 1. 2 Analyse de la réaction modéle de Michaél entre [a spermine et
Chistidine-N-acryloyle

La synthése de spermine-N-histidine (spermine-N-@spartir d’'une solution contenant 0,18M de
spermine et 0,36M de L-histidine-N-acryloyle) eshduite & 100°C durant 48 heures dans une solution
aqueuse a pH=7 (figure 3-19). Aprés lyophilisatiteyendement de la réaction est de 98%.

(e}

H H H o
:<7 NSNS I N
H,N N
N NH reflux ‘ H \/\[o]/ ?O
7}
A
N

" f eau,
HZN’\/\N’\/\/N\/\, NH, + HN\/>\/§: 48 heures
[0}

HO

Figure 3-19: Schéma de la réaction de Michaél de I'histidifdd-acryloyle sur la spermine
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L’analyse du spectre RMNH (figure 3-20) révele la présence de nouveaux @i€s79 ppm et 3,38 ppm,
attribués aux Cklprovenant de I'ouverture de la double liaisonéfsur la spermine ; ainsi que la disparition
totale des signaux attribués aux doubles liaisen&ad_-histidine-N-acryloyle (entre 5,5 ppm et @m).

Les signaux sont interprétés a I'aide des speBtk#N 2D hétéronucléaire, qui permettent de conatre la
L-histidine-N-acryloyle est greffée sur les amipesnaires de la spermine, selon la réaction est@mpe
spectre RMNH révele des pics de faible intensité a 4,14 ppi#2 fpm et 7,53 ppm, ne correspondant pas
aux protons identifiés sur la molécule souhaitéexglication provient d’'une réaction secondairauessiu
couplage intermoléculaire entre le résidu imidazetida fonction acrylamide de deux molécules de L-

histidine-N-acryloyle.
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Figure 3-20: Spectre RMN'H brut de la spermine-N-his (EB102) dans dwD pH=7, & 25°C, ([EB102]=20 mg/ml)

Le spectre COSY (figure 3-21) révele des pics deetation entre les pics a (7,62 ppm) et b’ (6, p2np
ainsi qu’une tache de corrélation entre les pi¢4.,4 ppm) et e/e’ (2,32 ppm) prouvant 'homocarsigion

envisagée.
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Figure 3-21: Spectre RMN 2D COSY de la spermine-N-his (EB1#2t) dans du BO pH=7, a 25°C, ([EB102]=20
mg/ml)

Le produit de la synthése de spermine-N-histidas, alors analysé par spectrométrie de masse
(ESI-MS). Le spectre ESI-MS (figure 3-22) met erdénce les pics a m/z=206,8 uma et 412,3 uma aui so
respectivement attribués a la spermine-N-his dgdmret monochargée par des protons. Le spectreeréve
aussi un pic a m/z= 311,5 amu attribué a une mtd@éda spermine avec deux résidus L-histidine-N-

acryloyle, ou le greffage d’'un dimere de la L-hdste-N acryloyle, dichargés par deux protons.
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Figure 3-22: Spectre ESI-MS brut de la spermine-N-his dans BgO (EB102 : synthése réalisée a pH=7),
(EB102]= 1.10" mol.L'™h)

En conclusion, nous avons démontré que la synitesa spermine histidinilée est réalisée par réacti
de Michaél entre une fonction amine de la sperratria fonction acryloyle de I'histidine-N-acryloylslous
avons pu expliquer la présence du pic a 4,24 pprRMN 'H par une réaction secondaire de couplage
intermoléculaire (homocondensation) entre une fondmidazole et la fonction acryloyle de la Niidine-

N-acryloyle.

II-2. 1. 3 Analyse de la stabilité de la L-histidine-N-acryloyle

Il est connu que la L-histidine-N-acryloyle est silérée comme un monomere, permettant
d'obtenir un polymére tel que la poly(L-histidineaéryloyleY®® par polymérisation radicalaire
conventionnelle de la fonction acrylamide. Nousrev/placé ce monomére en solution aqueuse durbri 48
100°C & une concentration de C=0,37 moladpH=7. Le produit de cette réaction est ensuiyaé par
RMN *H et*C et par ESI-MS.

Le spectre RMNH (figure 3-23) montre la présence des pics ralatifa L-histidine-N-acryloyle, identiques
au spectre RMNH du monomeére initial, ainsi que des pics a 2,06,%2 (déja observés sur le spectre RMN
'H de la spermine-N-his, figure 3-20). L'analyse BMN °C n'a pas permis de mettre en évidence cette
réaction. L’analyse RMNH met en évidence une famille de pics caractétiscd’un polyacrylamide situés
entre 1 et 2 ppm. Toutefois, le faible signal mésmous permet de négliger cette réaction en premier

approche.
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Figure 3-23: Spectre RMN'H de la réaction de Michael sur la L-histidine-N-agloyle (EB103) dans BO & 25°C,
([EB103e]=20 mg/ml)
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Pour identifier la structure qui correspond aws@c3,06 et 4,2 ppm, le produit est analysé par ESI
MS (figure 3-24) : un pic a 207,6 uma correspohdain monomere initial est mis en évidence : la L-
histidine-N-acryloyle, sous forme monochargée. pectre révéle aussi un deuxieme pic d'une faible
intensité (25%) a 438,40 uma, qui peut étre atfribuun homocondensat de L-histidine-N-acryloyleisso
forme monochargée, associée a un cation sodiurm,Eef spectre révele un pic a 301,5 uma, unecutdé
monochargée, attribuée au condensat (pic b) dégesdocié a un sodium. Le pic a 532,4 uma repgeesen
aussi une molécule monochargée, attribuée a unadiimn d’'un homocondensat initialement sous forme

trimere.
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Figure 3-24: Spectre ESI-MS de EB103 brut dans,8 en mode anionique ([EB103]=1.10mol.L™})

En conclusion, il existerait une réaction secorjda formation d’homopolymeére par réaction de Migh
L'analyse RMN 1H permet de déduire que la cinétigaecette réaction est lente, comparée a cella de |
fonction acrylamide avec une fonction amine deplersine. Nous ne négligeons pas dans ce travad cet
réaction d'homocondensation, mais nous avons vulaueajeure partie de la L-histidine-N-acryloyle es
impliguée dans la réaction de modification de lerspne.

Nous allons désormais transposer ces synthesanadification de la IPEI.

lI-2 .2 Synthése de la IPEI-N-his

Afin d’obtenir la IPEI greffée par des groupemehitidine, la réaction de Michael entre la IPElaet
L-histidine-N-acryloyle a été conduite en miliewaqx, durant 48 heures a 100°C (figure 3-25). Rette
premiére réaction, le pH de la solution est neéwitant une forte concentration d’acide ou de salales le

milieu réactionnel.
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Figure 3-25: Schéma de la Réaction d’Aza-Michaél entre la listidine-N-acryloyle et la IPEI

Cette Aza-Michaél (variante de la réaction de Métji& ***débute par I'attaque du doublet non liant de
'amine secondaire de la IPEI sur le carbghénsaturé de la L-histidine-N-acryloyle, créantli@son
covalente entre la IPEI et la L-histidine-N-acrylyUn réarrangement conduit a éliminer les charges

formées dans la premiére étape (mécanisme profiigsdée 3-26).

Figure 3-26: Mécanisme de la réaction d'addition d'Aza-Michiéntre la IPEI et la L-histidine-N-acryloyle

A la fin de la réaction, le produit est purifié pare précipitation dans 5ml de méthanol en présdadg5
mL d’HCI 6N, suivie d’'une dialyse.
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Figure 3-27: Spectre RMN'H de la IPEI-N-his greffée a 19% dans 0 pH=7, a 25°C, ([EB154a]=20 mg/ml). La
molécule de IPEI-N-his est schématisée.

L’analyse du spectre RMAH (D,0) (cf. : figure 3-27) révele la présence des, @es unités éthylénimine
(El) modifiées par I'acide aminé (entre 2,87 et82ppm), ainsi que les GHprovenant de I'ouverture de la
double liaison, fixés sur la IPEI (a 2,35 ppm &92ppm). Les pics a 7,80 ppm et 7,06 ppm sonbats a la
fonction imidazole. L'attribution des pics a ét&ifidée par la réalisation d'une analyse RMN enxdeu
dimensions homonucléairtH-'H) de type COSY.

L'absence de signaux entre 5,5 et 6,5ppm attrilawés doubles liaisons de la L-histidine-N-acryloyle
(présents dans le spectre RMIN du produit brut) est un argument quant au greffdg la L-histidine-N-
acryloyle sur la IPEI, et démontre I'élimination ldeL-histidine-N-acryloyle n’ayant pas réagi.

Le spectre présente aussi trois autres pics imatsed 4,17 ppm, 6,87 ppm et 7,54 ppm. L'origineatepics
(démontrée au paragraphe I1I-2. 1. 2) est donda#éé a une réaction secondaire intermoléculairegmtu
intervenir entre la fonction imidazole et la douliéson de la L-histidine-N-acryloyle. Les pic&87 ppm

et 7,54 ppm représentent les protons de I'imidazofdiqués dans la réaction entre la fonction imua et

la double liaison de la L-histidine-N-acryloyle. p& a 4,17 ppm est attribué au £bsu de I'ouverture de
la fonction acrylamide par limidazole porté pardérivé d’acide aminé. Cette réaction correspond au
couplage intermoléculaire de la L-histidine-N-doyje dans les conditions de synthése. Le rappest d
intégrations des pics & 4,17 ppm (@Hntensité 0,56) et a 7,54 ppm (CH d’intensit2d),est proche de 1 ;
ce qui nous indique que la cinétique de cette igaesst trés inférieure a celle de la réaction dehsEl entre
la IPEI et la L-histidine-N-acryloyle.

Le spectre RMN®C de EB154a (figure 3-28) confirme le greffagealtPE| par la L-histidine-N-acryloyle.
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Figure 3-28: Spectre RMN"*C quantitative de la IPEI-N-his greffée & 19% (EB44&) dans DO pH=7 & 25°C,
([EB154a]=200 mg/ml). La molécule de IPEI-N-his esthématisée.

Les pics des unités éthylenimines modifiées (a5&{96,16 ppm), les GHbrovenant de I'ouverture de la
double liaison (50,63 et 28,89 ppm) ainsi que kbaae de la fonction amide (177,98 ppm) sont idiésti
Toutefois, cette analyse ne révele pas les piatifeed la réaction secondaire déja citée.

D'aprés les spectres RMNH et °C, la poly(éthylénimine-co-éthylénimine-N-éthylamitl-2(3(3H-
imidazol-4-yl) propionate de sodium) (IPEI-N-hist ésolée. Nous allons maintenant déterminer letifsa

totale de L-histidine-N-acryloyle greffée sur Idypoere et le nombre d’unités éthylénimine modifiées

II-2. 2. 1 Calculs de la fraction en histidine et du taux d"unités EI modifices

Une analyse plus fine du spectre RV permet d’obtenir des informations sur la fractem L-
histidine-N-acryloyle par macromolécule et le noenftunités éthylenimine (EI) modifiées.
Tout d’abord, nous allons calculer la fraction ehistidine-N-acryloyle contenue dans le polymére

EB154a, en utilisant :

f=

x100 équation 1
n+m

Avec
f : la fraction totale de L-histidine-N-acryloyl®gée par le polymeére,

n : le nombre moyen d’unités El par macromolécule,
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et m : le nombre moyen de L-histidine-N-acryloyéa mmacromolécule de IPEI.

En fixant l'intégration d’un proton de la fonctiamidazole & 1 sur le spectre RMN, on en déduit
l'intégration des protons attribués a I'histidinealdryloyle greffé dans la zone d’intégration [4,38,35]
ppm notée (s Par soustraction, on obtient I'intégration den$emble des protons des unités éthyléne
imines, notéeg|.

il est possible d’obtenir un rapport relatif destés m et n par la relation :

le

n
g4 équation 2
M his-imidazote
7
Or 4x+7y¥ équation 3

avec
| : la somme des intégrations des pics entre 4p86 ¢t 2,35 ppm sur le spectte.

x : l'intégration correspondant & I'ensemble destqms des unités éthylénimines (EI) par macromddésur

le spectre RMNH.

y : lintégration correspondant a I'ensemble destgms d'unité L-histidine-N-acryloyle greffées par
macromolécule sur le spectre RMN, protons imidazole déduits.

A partir de ces équations, la fraction en L-histédN-acryloyle devient :

f=—Y %100
X+y

Pour le spectre présenté en figure 3-26, la valedrest 18,6%
Afin de tenir compte de la fraction d'unité imidezanpliqguée dans la réaction secondaire mise afegue
au paragraphe précédent, il convient de déternpiasllelement le taux d'unité éthylene imine meédis,

afin d'avoir une description compléte du polymématisétisé. Nous posons

%EI modifiéezzL équation 4
o+Qq+p
avec
0: le nombre dunitts monomére EI non modifiées pa L-histidine-N-acryloyle par
macromolécule
g : le nombre d’'unités monomére EI modifiées pduidtidine-N-acryloyle,
p : la quantité de p(L-histidine-N-acryloyle) iss& couplage intermoléculaire.
En fixant I'intégration de la fonction imidazolela il est possible d’obtenir un rapport relatif des

unités p, g et o par la relation :
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IEI

0 4

équation 5
gtp | his-imigazolerEl ! his—imidazole
+
11 7
Nous pouvons en déduire : 4v+11uHrz= équation 6

Avec
v : l'intégration correspondant a I'ensemble destqgms éthylénimine non modifiés.
u: lintégration correspondant a I'ensemble destgrs éthylenimine modifiées par la L-histidine-N-
acryloyle, déterminé a partir du nombre d’'imidadddee sur la macromolécule.
z: lintégration correspondant a I'ensemble destgs correspondant a la L-histidine-N-acryloyle
homocondensée, protons imidazole déduits.
D'aprés le spectre RMMH (figure 3-19)) :
z=0,2etu=0,8
D’ou

% El modifiée=—2 *100= 176%
v+u+z

Sachant que la IPEI possédeD_Pn de 512:
0+0q=512 équation 7
d'apresl’ équation 5, équation 6 et équation 7, le nombre d’unités monomeres pour obtenir le nmendbunités
El modifiées par la L-histidine-N-acryloyle est:de
q=512—9
V+u+z
En prenant en compte la fraction en L-histidineddyboyle de 18,6% et le taux d'unité El modifiées d
17,6%, nous pouvons calculer le taux de la L-his¢ieN-acryloyle polycondensée.
p=1- 0,176/0,186 = 5,3%.
Ainsi, pour le polymére EB154a dont I'analyse esispntée en figure 3-29, la structure de la IPHiidN-

19% est :
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Figure 3-29: Structure du copolymeére statistique de la IPEHNs 18,6% (EB154a)

II-2. 2. 2 Le pH du milieu réactionnel

Dans les conditions de synthése de la IPEI-Hisgmtégs au paragraphe précédent, nous avons
remargqué que le rendement en fonctionnalisatiola tfREI n’est pas total. Cette observation pewdiravne

origine cinétique, incluant le temps de réactionsnaassi la concentration instantanée en fonctionine

de la IPEI disponibles pour la réaction, qui dépeéngH auquel la réaction est menée.
L’influence du pH sur le taux de fonctionnalisatide la IPEI a été examinée, lorsque la réaction est

réalisée pendant 48 heures de réaction.
Le tableau 3-3 regroupe les résultats des synthts&3EI-N-his (a partir d’'une solution contenant

1,17M d'unités El et 0,24M de L-histidine-N-acryley conduites a différent pH.

Tableau 3-3: modification de la IPEI par la L-histidine-N-agyloyle menée a différents pH [his-N-acryl]

0,24 M ; [El]=1,17 M, T°= 100°C durant 48h, dans A
H de la Rendement Rendement fraction fraction
Nom de la ZOIution massique du massique du d’histidine d’histidine Taux de El modifices
réaction | pendant la| pmd!*‘? avant prod_uiF aprés avant ‘?‘P‘és. apres purification (%)
svnthese précipitation précipitation purification purification
Y (%) (%) (%) (%)
EB104b 1 97 59,6 10,9 6 non identifiable
7,7
EB112b 5 99 295 14 10 (homocondensat : 14,5%))
9,6
EB117b 7 100 38,2 16 13 (homocondensat : 26%)
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Nous constatons que la précipitation a pour effetlisninuer largement les rendements. L'analyse
par RMN'H des produits purifiés aprés précipitations dansl e méthanol en présence de 0,5 mL d’HCI
6N, montre la présence de IPEI et de L-histidinaei/loyle, quelque soit le pH auquel la réactioété&
conduite. Nous remarquons aussi que la purificatles produits bruts fait diminuer la fraction en L-
histidine-N-acryloyle, qui peut provenir d’'une edtion sélective.

Le taux de modification de la IPElI augmente avepHede la solution a laquelle est menée la
réaction. Il convient de rappeler que la IPEI smittquilibre de protonation selon le pH (figure@;3lont la
forme active pour la réaction de Michaél est I'aeniléprotonée.

espeéce active

Ayt

espece inactive

Figure 3-30 : Equilibre chimique acide base de RHI

Le taux de protonation de la IPEI en fonction dugkté décrit et atteint 50% a pH =2 et seulement
20% a pH ¥°. Effectuer la synthése a pH = 7 permet d’augmdatepncentration instantanée en fonction
amine, ce qui se traduit par une augmentation stemps donné du taux de modification en L-Histelhh
acryloyle sur la IPEI (tableau 3-3).

Ayant remarqué que la précipitation du polymérgaine une purification sélective, le paragraphe
suivant traitera de I'optimisation de la purifigatipour le polymere.

II-2. 2. 3 Optimisation de la purification du polymére

La purification de polyélectrolyte est souvent wtape difficile, et nous avons entamé cette partie
par un protocole standard de précipitation du péhgndans le méthanol acidifié (EB131, tableau 3-4).

Tableau 3-4: modification de la IPEI par la L-histidine-N-acyloyle ([his-N-acryl] = 0,24 M ; [El]=1,17 M,
T°=100°C durant 48h, dans §0), pH=7

Concentra Rendement Rendement d fraction fraction
Nom du - . du produit . \ d’histidine d’histidine .
\ tion his- Mode de produit apres N Taux de El modifiées|
polymer o avant o avant apres N P
N-acryl purification e purification e e apres purification (%)
e Lt purification o purification purification
(moll) (%) ) (%) (%)
Méthanol 12,7
EB131b 0,24 acidifié puis 95 20,8 18 16 (homocondensat :
dialyse 20%)
13,6
EB152a 0,24 dialyse 98 56 20 17 (homocondensat :
20%)
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L'objectif de cette étape est d'éliminer la frattite L-histidine-N-acryloyle n'ayant pas réaginalyse de la
fraction méthanol révele la présence de polymessodit expliquant en partie le faible rendement igass
de cette synthese. Le polymére EB152 est purifié gialyse seule, et présente une augmentation
significative du rendement. Une durée de 24 heesesécessaire pour purifier parfaitement ce palgnmee
temps élevé entraine I'extrusion d’une fractiorpdgymere a travers la membrane, bien que les ¢t
été fixés & 1000 g.mdl Cette purification présente I'avantage de fouamirpolymére aisément manipulable
pour la préparation de vecteur de transfection.uflude ces protocoles n’'est satisfaisant, mais nous
garderons I'étape de dialyse seule, afin d’élimlaemolécules de faible masse molaire.

Les deux expériences menées de fagon identiqueisdent au méme taux de fonctionnalisation de
la IPEI, et aux mémes taux d’homocondensat quedqitde protocole de purification. Nous concluong q

la perte de produit durant I'étape de purificatiense fait pas par sélectivité chimique.

II-2. 2. 4 La concentration en L-histidine-N-acryloyle dans le milieu réactionnel

Dans les conditions de synthese de la IPEI-Hisgni&es dans le paragraphe précédent, nous
avons pu déterminer que le pH influe sur le taeiXahctionnalisation. L'influence de la concenwatien L-
histidine-N-acryloyle sur le taux de fonctionnafiea est désormais examinée.
Le tableau 3-5 regroupe les résultats des synthieskesIPEI-N-his (& partir d’'une solution contenan
1,17M d'unités EIl) conduites pour différentes carications en L-histidine-N-acryloyle.

Tableau 3-5: modification de la IPEI par la L-histidine-N-agyloyle menée a différentes concentrations en
his-N-acryl; [IPEI]=1,17 M (unité EI), T°= 100°C dwant 48h, dans HO, pH=7

Concentration Rendement fraction fraction d’histidine
Nom du ; Rendement du . d'histidine greffée ; e Taux d’El modifiées aprés
< his-N-acryl ) o du produit apres purification ST
polymere (molL) produit brut (%) urifié (%6)* avant (%)™ purification (%)
P purification** (%)

5%

EB130b 012 85 31.9 18 74 (homocondensat 32%)

EB117b 9,6

o 0,24 95 38,2 16 13 (homocondensat : 26%)

12,7

EB131b 0,29 85 20,8 18,4 16 (homocondensat 20,5%)
17,6

EB154a 031 94 70 - 186 (homocondensat 5%)

EB135a 13.7

ok 0,52 91 25 24 22 (homocondensat : 37 %)

17,6

EB134a 045 92 46,9 26 24 (homocondensat : 26,5%
21

EB146a 0,6 98 69.1 40 32 (homocondensat : 34%)
26,5

EB149a 038 96 734 [ 66 (homocondensat : 60%)

* purifié par dialyse exclusivement

** Déterminé par RMNH

*** purifié par précipitation puis dialyse

**** |ors de la réaction, une partie de la L-histide-N-acryloyle s'est gélifiée
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Nous observons sur le tableau 3-5 que le taux wsirgthylenimine modifiée augmente avec la
concentration initiale en L-histidine-N-acryloylearts le mélange réactionnel. Nous attendions une
augmentation de la quantité de d’homopolymere foavec I'augmentation de la concentration en dérivé
acryloyle. De fagon surprenante, cette tendance pals été observée, et il ne semble pas possible

actuellement de contr6ler cette réaction secongairéa cinétique.

II-2. 2. 5 Synthése de la [PEI 2500 g.molF!-N-his

Dans I'objectif d’évaluer le role de la masse rirel@u polymere utilisé en transfection, nous avons
procédé a une réaction de greffage de la L-histitlracryloyle sur la IPEI 2500 g.miblcommerciale
(tableau 3-6).

Tableau 3-6: modification de la IPEI 2500 g.mdl par la L-histidine-N-acryloyle menée & deux
concentrations en his-N-acryl; [El]=1,17 M, T°= 10C durant 48h, dans KD, pH=7

fraction
Nom du Concentration | Rendement| Rendement| dhistidine Taux d’El modifiées
roduit his-N-acryl du produit du produit apres apreés purification*
P (molL™) brut (%) purifié (%) | purification* (%)
(%)
53
0, 0, '
EB161a 0,29 97% 56% 6 (homocondensat : 11%
15,8
0, 0, 1
EB204a 0,38 98% 45% 18 (homocondensat : 12%

* Déterminé par RMNH

Les syntheses conduites sur une IPEI de faibleenastaire conduisent a des résultats identiques a
ceux analysés dans le cas de la IPEI de masseren@i000 g.mal. L’augmentation de la concentration
initiale en L-histidine-N-acryloyle permet d'augnten le taux de greffage, alors que la fraction

d’homopolymere est indépendante de cette concimtrat

II-2. 2. 6 La stabilité de la poly(éthylénimine) linéaire

Bien que la IPEI ait été largement utilisée conpréurseur de vecteur pour la thérapie génétique
peu de données existent sur la stabilité de cexpoly dans différents solvatits La IPEI est stockée dans
trois solutions aqueuses de pHs différents (pH-B1L1@5), pH=6 (EB110), pH=8 (EB116)), durant 48 heure
a 100°C.
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L’analyse du spectre RMRH (de EB110 en figure 3-31) des produits EB110, EB&t EB116
révele un pic a 3,17 ppm attribué aux protons dEHA ; et 'apparition de pics entre 3,68 ppm &63ppm.
Nous rappelons que l'utilisation d’'une molécule @ledelle que la spermine ne nous a pas permisetieem
en évidence une réaction de dégradation de polyaemnfonction du pH(chapitre 3, paragraphe 11-21)1.
La protonation de la IPEI provoque un déblindagesidnal des unités El, ce qui pourrait en partigliguer

I'apparition de ces signaux.

——3.127

a a H
* *
n

.

65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 ppm

4.000

Figure 3-31: Spectre RMN'H de la IPEI (EB115) dans BO & pH=6, a 25°C, ([EB115]=20 mg/ml)

De facon plus standard, la dégradation de polymese®valuée par la détermination des masses
molaires. Plusieurs techniques peuvent étre wdisét la chromatographie par exclusion stérique est
généralement la plus pertinente. Toutefois, lesesyss colonnes/solvants du laboratoire n'ont pasipe
d'obtenir de résultats indiscutables a cause degoh@&nes d'adsorption du polymére sur les phases
stationnaires, phénoméne régulierement observas ldeons donc entrepris une détermination quaiiati
des masses molaires de ces composeés selon denigtexshla RMN DOSY et la diffusion dynamique de la
lumiere. La derniére présente l'avantage de pouepidement analyser un grand nombre d'échantjllons
mais est souvent décriée au profit de la réalisadi® diagramme de Zimm par les techniques de @ffus
statique de la lumiere. La DDL peut étre considé&@ame fiable lorsque la taille des particules alyser
est inférieure a la longueur d'onde du faisceaidémt, permettant I'obtention d'une diffusion istpie du
faisceau. Pour cette étude nous avons utilisé nozedasizer (Malvern), et construit pour chaquegmére

un diagramme de Debye sur des concentrations ceespeintre 2 et 4 mg.flune gamme de concentration

dans laquelle nous observons une variation linéder en fonction de la concentration. Les rapports

g
dn/d[C] sont mesurés de facon indépendante, et peusettent de déterminer une estimation de la enass
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molaire moyenne en poids des macromolécules amaysdin de confirmer les analyses de nos polymeres
par DDL, nous avons effectué de la RMN DOSY sur édsantillons, permettant de déduire un coefficient
de diffusion des objets en solution. La déductiame& masse molaire de ces mesures se fait en tfaisan
plusieurs hypothéses peu raisonnables dans le ea®sl polymeres. Nous discuterons simplement des
coefficients de diffusion, proportionnels a la neas®olaire. Plus récemment, nous avons identifiéligne
SEC permettant I'analyse de nos échantillons deas (LING 0,1 M, colonne de type CAT 1000 et CAT
100 de la société E Progen Inc), avec une détebtiln S. La préparation des échantillons se fait&p,5
en eau+LiNQ (0,1M). Ces mesures réalisées deux ans aprésageck T°C ambiante sans précaution
particuliére, sont aussi rapportées. Elles nouseignent sur la stabilité des polymeres dans Ipsem

Le tableau 3-7 rassemble I'ensemble des résukates mesures, avec une IPElI de masse molaire
supposée de 22 000 g.man référence, provenant d’une hydrolyse acideadeoly(2-éthyl-2-oxaxoline)
pendant 48 heures a 100°C (cf. paragraphe Il-1g& Q).

Tableau 3-7: Récapitulatif des masses molaires des IPEIS (Mique = 22000g.mot) dans les conditions de
stockage a différents pH, obtenues par diffusionlddumiéere et par SEC (phase mobile eau+détectdALLS)

Nom réaction pH de la réactior Mo (g.mol%) D%osf Mn sec (g.molY)
(m~.s?)

IPEI initiale - 20000 5,0.16 14800
EB115 1 16200 1,0.18 3500
EB110 6 14900 1,1.18 3370
EB116 8 4930 6,8.19 4 800

La Mwpp. de la IPEI de référence est estimée a 20 000 'é,namiit une valeur tres proche de celle
escomptée, et permet de valider I'hypothése dastim des masses molaires par cette méthode. Le
coefficient de diffusion mesuré par RMN est compbaa celui obtenu pour d'autres polymeres possédan
une masse molaire de cet ordre de grandeur. Nmusps donc déja conclure que le mode de synttese d
cette IPEI, par voie acide, ne semble pas provoqier dégradation significative de la chaine
macromoléculaire.

Les résultats des analyses de masse molaireae®xpériences menées a différents pH sont aussi
rapportés. La Mwsp, diminue en milieu agueux quelque soit le pH. Ceet en évidence l'importance de
réduire les cinétiques de couplage IPEI-N-histidiR&I-N-his). Les résultats obtenus par les exgées de
diffusion de la lumiére sont en accord avec ledfiments de diffusion déterminés par RMN DOSY, ept&
pour EB116, I'expérience conduite en milieu basiferir les expériences de RMN DOSY, le pH de chaque
polymere a été fixé a 7, alors que dans le cas détermination de Mw, aucune précaution particeliéa
été prise. La dilution au moment de la mesure peusiet d'affirmer que les pH de EB116 sont de éocdt
7 dans les deux cas de figure, et ce résultat peessexpliqué par un état de protonation des maugmules
différent. Actuellement nous n‘avons pas d'exghecapour ce résultat, mais nous concluons, pargoitén,

que les synthéses ne doivent pas étre conduiteslien trop basique.
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Dans un second temps, nous avons déterminé lesemasolaires de ces échantillons par SEC
équipée d'une détection MALLS. Les analyses ay#hteffectuées aprés deux ans de stockage a T°C
ambiante sur des polymeéres n'ayant pas été neésaont toutefois porteuses d'information. Nes&el la
IPEI se dégrade peu dans le temps et nous peraféitnder que son stockage ne nécessite pas ou @eu d
conditions particuliéres. En revanche les autrégméres se sont dégradeés, et, pour EB116, il &stildi de
conclure & quel moment est intervenue cette dégoada Une étude systématique sur les conditions de
stockage de la IPEI est en cours, en utilisanB@&,3létection MALLS, comme méthode d’analyse. Cemp
tenu de la masse molaire du polymére de dépantééedions de dégradation ont des cinétiques lemais
ne peuvent étre formellement identifiées, puis@seeixpériences sur modéle se sont révélées infuses.

En premiére approche, nous suspectons la dégraddtitoffman et de nouvelles études devront étre
conduites de facon a le confirmer.

II-2. 2. 7 Détermination de la masse molaire des [PEI-N-his par diffusion de la (umiére quasi-
élastique et analyse chromatographique SEC

Comme pour la IPEI, la détermination de la masskineodes IPEI-N-His s'est révélée difficile pour
une question d'adsorption de polymere sur les ghststionnaires des colonnes SEC du laboratoiras No
avons a nouveau débuté les analyses par une egstindgt la masse molaire des IPEI-N-his en utilidant
diffusion dynamique de la lumiére. Les approximagiceffectuées sont identiques a celle du précédent
paragraphe.

Le tableau 3-8 récapitule les résultats obtenusoemparant la masse molaire moyenne en nombre
théorique avec Myp, . Dans la sélection de polyméres que nous avote fai variable essentielle est le
taux de modification en L-histidine-N-acryloylediqué sous forme de pourcentage d'unité histidie&ég
sur la IPEI a coté de l'abréviation déja utilisémurpla IPEI modifiée. Deux polyméres ultérieurement
modifiés par un résidu adamantane et arginine asgiaté analysés, et I'expérience EB132 est iadiga
titre de référence.

Tableau 3-8 Calcul des masses molaires théoriques et déteation des masses molaires par DDL

Mn théorique MwppL
Exp Nom (gmorl)q (gmol™®)
EB132 IPEI 22000 20000
EB104b IPEI-N-his 2% 24200 22050
EB130b IPEI-N-his 7,4% 29500 32500
EB102b IPEI-N-his 11% 33800 29500
EB131b IPEI-N-his 16% 39100 37600
EB134a IPEI-N-his 24% 40200 33400
EB149b IPEI-N-his 66% 64800 87900
EBl147a IPEI-N-his 24%-N-ad 5% 44700 47800
EB190a IPEI-N-his 21%-N-arg 10% 62400 61900
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Pour toutes les synthéses rapportées sur ce talleas observons que la My estimée par la
diffusion dynamique de la lumiere est relativemélet/ée, et compatible avec l'idée que peu de oradi
dégradation du polymere se produit lors de cesheges. Nous rappelons ici que ces synthéses ont été
conduites & pH= 7, en accord avec les conclusionpadlagraphe précédent. Ces résultats encourageants

doivent toutefois étre confirmés par une étude ptésise par SEC, comme dans le précédent paragraph
Deux polyméres ont déja été testés dans le bualéiier la méthode, et a nouveau, nous n'avons pas

observeé d'adsorption sur la phase stationnaireaesnes utilisées. Les résultats de I'analyse reqortés

dans le tableau 3-9, en incluant les facteurs daedaéduits grace au détecteur viscosimétrique.

Tableau 3-9 Caractérisation de la IPEI et la IPEI-His 19% pa8EC dans HO (LINO35%) couplée MALLS.

Exp polymeres Mn théorique% analysé*| Mn Mw Ip a** (MHS)
(g.mol") (g.mol) | (g.mol")

EB113 IPEI 22000 96 14 800 24 200 16 0,72

EB154a IPEI-N-his 19% | 42300 76 31 500 41 900 1,3 460,

* Pourcentage de polymere récupéré apres I'anabgs®matographique
** facteur de forme

Les résultats du tableau 3-9 montrent une massain@@n nombre d’environ 15000 g.fMgour la IPEI et
de 32000 g.mdli pour la IPEI-N-his 19%. Nous indiquons que pows pelyméres, un stockage d'un an et
demi & T°C ambiante sans précaution particuliééeéeeffectué avant ces mesures. Nous pouvons eenclu
gue les syntheses conduites permettent de consarseucture macromoléculaire de nos produitssmae

la question du stockage devra étre abordée, comjaedibcuté pour la IPEI. Une étude de déterminadi®
masse molaire par SEC de produits fraichement &iiséls est actuellement en cours et devrait coefites
premiers résultats déja observés.

Cette analyse a aussi permis d’obtenir le facteufodme des polymeres, donnant une informationlaur
conformation des vecteurs en solution aqueuse. [@anas de la IPEI, il est de 0,72, ce qui indigne
forme expansée de la macromolécule (forme tromp8ttexpliquée par les répulsions électrostatiques
portées par le polymere a ce pH (pH=5,5).

Le facteur de forme de la IPEI-N-his 19% est dé50signifiant une forme compacte, en pelote siqtist
Cette différence est expliquée par I'apport degtaégative due a la présence des fonctions caetexde

la L-histidine & ce pH. Nous proposons qu'a ce @lfbement des liaisons électrostatiques intramdéé@as
entre fonctions carboxylates et les fonctions fesimmoniums portés par la chaine macromoléculbee
faible taux de modification du polymére explique'ilgn'y a pas de collapse ou précipitation de la

macromolécule a ce pH; ces points seront plus haegé abordés dans le prochain chapitre.
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II-3 - Modification de la IPEI par la L-histidine méthyle ester-N-

acryloyle ou par la L-arginine-N-acryloyle

Les réactions de Michaél entre la IPEI et la ltidise méthyle ester-N-acryloyle (EB019a, figure 3-

32, A) ou la L-arginine-N-acryloyle (EB143a, figuBe32, B) sont réalisées dans les mémes conditjoas
la IPEI-N-his.
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Figure 3-32: Schéma de la réaction de Michaél de la L-histidi méthyle ester-N-acryloyle (A) ou de la L-
arginine-N-acryloyle (B) sur la IPEI

A la fin de la réaction, les produits sont purifiger dialyse (aprés une précipitation dans I'aeédédthyle,
pour la IPEI-N-his Me), puis caractérisés par RMM (figure 3-33 pour EB019a et figure 3-34 pour
EB143a) ef®C ; I'attribution est facilitée par une expériersEeRMN 2D homonucléaire de type COSY (en
annexe pour la IPEI-N-arginine).
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Figure 3-33: Spectre RMN'H de lapoly(éthylénimine-co-éthylénimine-N-éthylamide-N&BH-imidazol-4-yl)
propanoate méthyle ester) ou IPEI-N-his Me 19% (EBIa) dans RO a 25°C, ([EB019a]=20 mg/ml). La molécule
de IPEI-N-his Me est schématisée.
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Figure 3-34: Spectre RMN'H de la poly(Ethylénimine-co-Ethylénimine-N-éthylaitie-N-2-amino-5-
carbamimidamidopentanoique acide) (IPEI-N-arg 21%E143a)) dans RO a pH=7 a 25°C, ([EB143a]=20 mg/ml).
La molécule de IPEI-N-arg est schématisée.

L'analyse des spectres RMM des deux polyméres démontre le greffage escodgsédeux dérivés

d’acide aminé selon une réaction de type aza-Mlichaequestion de 'homocondensation des deux dériv
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acrylamide nécessite un commentaire. Les obsengtiffectuées dans le cas de réaction a base de L-
histidine-N-acryloyle sont aussi valables pour eaynthése, puisque un pic a 4,15 ppm (pour EB019a)
témoigne d’une réaction d’homocondensation. Ennelve, la réaction entre la fonction guanidiniunpké&

=7) na pu étre mise en évidence, mais ne peut @éteultée dans ces synthéses. De plus amples
caractérisations sont a conduire pour mettre effeéee cette réaction secondaire.

D'aprés le spectre RMNC de EB019a (en annexe), l'identification de deios @ 48,97 et 174,72 ppm
attribués au groupement méthyle de I'ester, sudgdrgence de saponification de I'ester pendanédation

de Michaél. Cette observation est corrélée aveuséace de pic attribué a une fonction carboxylique.
L'absence de pics dans la région des insaturatmmrgre qu'il ne reste plus de molécule résiduetid_d

histidine méthyle ester-N-acryloyle.

Le taux de modification en L-histidine méthyle edteacryloyle, ou en L-arginine-N-acryloyle est
défini en utilisant Equation 1 Le calcul du taux de modification (détaillé pat®), informe que les
polyméres EB019a (IPEI-N-his Me) et EB143a (IPE&) sont respectivement greffé a greffés a 19% et

21%, et que leur structure est (figure 3-35) :

A) B)

NH H
o N *
406 108

o
N o)
{ / AN o®
N OMe 0 Na
B o
HN
H >:NH
*, N N *
. wig
43 71 1
82
o
HN
MeOMN
\
o N)
H

Figure 3-35: Structure des copolymeres statistiques de lalHREhis Me 19% (A) et de la IPEI-N-arg 21% (B)

Les tableaux 3-10 et 3-11 regroupent les caratitgres des expériences effectuées a partir d'une
concentration en El de 1,17 M conduites pour cffées concentrations en L-histidine méthyle ester-N

acryloyle ou en L-arginine-N-acryloyle.
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Tableau 3-10: modification de la IPEI par la L-histidine méthg ester-N-acryloyle menée a différentes

concentrations en L-histidine méthyle ester-N-aayle; [El]=1,17 M, T°= 100°C durant 48h, dans 8, pH=7

[L-histidine Fraction deL-| . pg|
X Rendement . histidine e .
Nom méthyle ester- ! Rendement du produit . modifiées aprés
P du produit N S méthyle ester e T
réaction N-acryloyle] apres lyophilisation (%) X purification
(moliL) brut (%) aprées (%)
purification (%) 0
16%
EBO19 0,24 97 91,9 19 (homocondensat
14%)
15,8
EB044 0,22 70 51 24 (homocondensat
12%)

Tableau 3-11: modification de la IPEI par la L-arginine-N-acrioyle menée a différentes concentrations en
L-arginine-N-acryloyle; [El]=1,17 M, T°= 100°C durat 48h, dans HO, pH=7

[arginine-N- Taux de Rendement Rend_ement Taux de Taux de
Nom lovl greffage d dui molaire du ff ff .
réaction | 219V ] théorique u produit produit pur greffage avant - grefiage apres
(mol/L) (%) brut (%) (%) purification (%) | purification (%)
EB183a 0,3 25 75 61 | Pasdespectre 705
EB142a 0,37 25 96 29,5* 33 14
EB143a 0,45 39 92 70 55 21

* deux dialyses ont été réalisées.
** Cette réaction utilise 100 mg de IPEI et 139 dligrginine-N-acryloyle, elle donne un greffage d& alors qu’il
devrait étre de 14%. Cette réaction n'a pas coreentnt fonctionné.

II-4 - Modification de la IPEI par les composés adamantane acryloyle

lI-4 .1 Synthése des IPEI modifiées

Les réactions de Michaél entre la IPEI et le 1-af#tane éthanol-O-acryloyle ou le 1-adamantane
méthylamine-N-acryloyle sont conduites dans le DME@ure 3-36) a 100°C, car ces deux COmposés ne

sont pas solubles dans 'eau. Il a été observé&ee réaction est presque totale au bout de 2¢seu
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Figure 3-36: Schéma de la réaction de Michaél des compasfEmantane-acryloyle sur la IPEI

A la fin de la réaction, le produit est purifié pare précipitation dans le THF, solvant des compasétant

un résidu adamantyle, et ensuite par dialyse (duednheures). La purification dans le THF permet
d’éliminer une grande quantité du DMSO et des syméhportant un groupement adamantane résiduel. Une
purification par dialyse permet I'élimination du résiduel. Les précipités récupérés sont séahiés p
caractérisés par RMM (figure 3-37 pour EB007d et figure 3-38 pour EBapet™C.
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Figure 3-37: Spectre RMN'H de la polu(éthylénimine-co-éthylénimine-N-éthytes-O-1-adamantane
éthanol) (IPEI-O-ad :EB007d) dans CDgh 25°C, ([EB007d] 20 mg/ml)
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Il faut souligner que l'analyse de spectre RMA€ du produit EBO07d (IPEI-O-ad, en annexe)
montre la présence d'un pic a 172,54 ppm, repréaenin carbone d’une fonction carboxylique (pic non
visible en RMN'H). Cette observation indique que le produit s@&gradé pendant la modification de la
IPEI. La liaison ester entre 'adamantane éthahdheryloyle n’est pas stable pendant la synthése qui
nous a amené a utiliser le 1-adamantane méthylaiiaeryloyle, dont la fonction acryloyle est fixgar

une liaison amide, moins sensible a I'hydrolyselgudenction ester.

Comme pour les paragraphes précédents, les spBiitiis'H et °C ne révélent plus les signaux attribués
aux doubles liaisons des réactifs de départ, prad\é@imination du dérivé portant la fonction aayle.

Un taux de modification, déterminé pour la réactB024a (IPEI-N-ad) (détaillé page 21), informe gee
polymere est greffé a 24%. D’aprés la formule chimi des synthons, ceux-ci ne possédent pas deéoionct
amine pouvant entrainer la condensation du monomiérdui-méme, de ce fait, le paramétre z est nul

(exprimé en page 22). La formule développée peeatérite ainsi (figure 3-39) :
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Figure 3-39: Structure des copolyméres statistiques de lalHREad 24%

Les faibles rendements massiques sont expliguégaible efficacité de la précipitation, comme

en témoigne la présence de polymére dans legditméterminé par RMRH).

Pour améliorer le greffage du 1-adamantane méthgkaid-acryloyle sur la IPEI, des expériences

supplémentaires ont été réalisées en changeamtdamtration en 1-adamantane méthylamine-N-acrgloyl

[I-4 .2 Concentration en 1-adamantane méthylamine-N -

acryloyle dans le milieu de réaction

Le tableau 3-12 regroupe les caractéristiquesegpsriences effectuées a partir de la IPEI et le 1-
adamantane méthylamine-N-acryloyle. Ces expériemoas conduites dans le DMSO durant 24 heures a

100°C. Les polyméres sont récupérés par précipitatans le THF, puis dialysés contre I'eau.

Tableau 3-12 Récapitulatif des quantités du 1-adamantane m@tmine-N-acryloyle utilisées pour la modification
de la IPEI. [El]= 1,17 M.

Nom N ad-N-acryl Rendement| Rendement apres| Taux de greffage

réaction (mol) du produit purification* apres purification
brut (%) (%) (%)

EB052c 0,006 93 21.3 0,4
EB051c 0,06 90 98.5 4
EB053c 0,12 91 27.8 9
EB023a 0,6 94 21.4 22
EB024a 0,6 96 40 24

* Les polyméres sont précipités dans le THF puadydiés contre I'eau
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Nous observons une augmentation du taux de greffage la concentration initiale en 1-
adamantane méthylamine-N-acryloyle, ce qui noumped'utiliser cette variable pour maitriser lextale

greffage sur la IPEL.

II-5 - Etude cinétique de la modification de la IPET par les synthons

aminés et adamantane

D'aprés la littératur€®, la réaction de Michaél suit une cinétique d’or@eCe paragraphe est
consacré a veérifier si les conditions de la syrdtdiess polymeéres (IPEI-N-his, IPEI-N-his Me, IPElRN; et
IPEI-N-arg), étudiés dans ce chapitre (1I-2 et)ll-€iivent bien cet ordre. Les résultats obtenugasfigure

3-36 proviennent d¥ éguation 8"

__ dEl] __ d[synthon]: dx
dt dt dt

Ou [EI] est la concentration en unités monomeremdREl, « X » la concentration en unités El ay@agi

= K[El][synthon] équation 8

avec les greffons, déterminée par RMiN

Les réactions étant conduites hors staechiométrippee :

[El] = [El] o-X équation 9
[synthon] = [synthon}x équation 10
[EI-N-synthon] = x équation 11
Vo s dx
D’ou & un temps t: pm =k([El], - xX)([syntha], - X)
Ou encore : dix] =kdt

([El], - X)([syntha1], -x)

Aprés séparation des variables, l'intégration &#sttuée de t=0 a t et de x=0 a x.

[ dix] = [ kdt
° ([Ell, - x)([synthan], -x) -°

Ou encore : ! (J'X —dix +IX d[x] )= k.[tdt
[El], -[synthon), “° [El],-x “o[synthon] - X 0
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1

Soit : (
[El], -[synthon]

In(EI], - X) - In(synthon], - x))5 = (kt);,

1 In[synthon])([EI]O-x) _
[El], -[synthon], = [El],([synthon] - X)

Ce qui s’écrit

ce qui conduit a :

[E] o [Ello-X

(N - kK
[synthon] [synthon])-x_([El]O [synthon}) 2,3t

Soit - Elo-X_ _ e, -[synthon]))%t

[synthon] - x :

[El],-X

Le graphique ci-dessous (figure 3-40) présentéledutions delog—————
[synthon} - x

en fonction du temps,

des couplages entre la IPEI et la L-histidine-Ngayfe, la L-histidine méthyle ester-N-acryloyley L-
arginine-N-acryloyle et le 1-adamantane méthylarNr&cryloyle.

y = 8E-06x + 0,8729
R? =0,9533

0.8
y =5E-06x + 0,6084

R? =0,9908 u
X

y = 3E-06x + 0,631

0.7 ¢

log (([PEI]-x)/([synthon]-x))

0.6 Xy = 8E-06x + 0,6198 R?=0,911
R2=0,9134 ® IPE-N-ad

® [PE-N-his

0.5
A IPEFN-his Me
x IPEFN-Arg

0.4 : : : : : : : :

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000
temps (s)

Figure 3-40: cinétique de la réaction de Michaél entre la IPEt les précurseurs acryloyle a 100°C représentée
selon un mécanisme d'ordre 2, hors stoechiométrie.
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[E l] 0 X
[ad-N-acryl], -x

La variation delog en fonction du temps est linéaire pour l'ensend#ds réactions

analysées, démontrant ainsi l'ordre 2 escomptétahkeau 3-13 regroupe les constantes de vitesse des
synthéses reportées dans le graphe précédeniradparpentes selon I'équation suivante :

_ 23x pente
[El] -[hist- N -acryl]

@uation 12

Tableau 3-13 Constante de cinétique de la réaction de Micha&l00°C.

Réactions Constante de vitesse, K'4V)
IPEI-N-arginine 8.16
IPEI-N-histidine 5.10

IPEI-N-histidine méthyle ester 8.fo0
IPEI-N-1-adamantane méthylamine 3%10

Nous observons, que pour chacun des dérivés atagloye nous avons utilisés, les constantes de
vitesse de couplage sont de l'ordre dé Nids™ lorsque la réaction est menée dans l'eau, et fmsenwns
une diminution de la cinétique de couplage lorslgueéaction est conduite dans le DMSO. En premiére
approximation, I'eau favorise une cinétique éledeéda réaction aza-Michael, mais une étude sysiéuat
sans variation de la nature du dérivé N-acryloyéyrdit étre conduite pour pouvoir confirmer cette
observation.

Les constantes cinétiques de vitesse mesurée darsavaux peuvent aussi étre comparé a la litat
L’équipe de Novak a déterminé la constante de sétete la réaction de Michaél entre le N-aryl-O-joyk
hydroxylamines et le deoxyguanosine possédant miteegprimaire. La constante de vitesse est de k€3*
M™s™. Cette cinétique plus rapide peut étre attribuée @ature de I'amine utilisée qui était dans lcas
primaire. Nous n'avons pas relevé d'étude cinétdpieéaction de Michael utilisant un dérivé poseéda

amine secondaire en tant que réactif.

II-6 - Modification des IPEI-N-his et IPEI-Me par le 1-adamantane

meéthylamine-N-acryloyle ou la L-arginine-N-acryloyle

La réaction de Michaél entre le 1-adamantane medthiyle-N-acryloyle et la IPEI-his 24% ou la
IPEI-N-his Me 24% est conduite dans le DMSO, duhtheures a 100°C (EB147c et EB058a, figure 3-
41A), tandis que la synthése entre la IPEI-N-hi%2dt la L-arginine-N-acryloyle est conduite dan® un
solution aqueuse a pH=7, pendant 48 heures a 1EBTA0a, figure 3-41B).
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Figure 3-41: Schéma de réaction de modification du 1-adamamtaméthylamine-N-acryloyle (B) ou de la L-
arginine-N-acryloyle (B) sur les IPEI-N-his

A la fin de la réaction, les produits EB147c, EB&%8ontenant les résidus adamantane) sont pupidiesne
précipitation dans le THF (la précipitation perrdetsupprimer le maximum de DMSO), puis par uneydél
contre l'eau. Le rendement massique de ces réactisind’environ 30%. Le produit EB190a est purifié
seulement par dialyse ; le rendement obtenu €58%e

Les produits de ces trois réactions sont séchéarattérisés par RMAH (figure 3-42 pour EB147c, figure
3-43 pour EB058a et figure 3-44 pour EB190&Y@t
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Figure 3-42: Spectre RMN'H de la poly(éthylénimine-co-éthylénimine-N-éthytade-N-2(3(3H-imidazol-4-yl)
propanoique acide) -co- éthyleénimine-N-éthylamidedNadamantane méthylamine) (IPEI-N-his 24%-N-ad 5%
(EB147c)) dans O a 25°C, ([EB147c]=20 mg/ml). La molécule de IPEHis-N-ad est schématisée.
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Figure 3-43: Spectre RMN'H de la poly(éthylénimine-co-éthylénimine-N-éthylade-N-2(3(3H-imidazol-4-yl)
propanoate méthyle ester)-co-éthylénimine-N-éthyldeN-1-adamantane méthylamine) (IPEI-N-his Me 19%-ad
5%(EB058a)) dans BD a 25°C, ([EB058a]=20 mg/ml). La molécule de IPHHis Me-N-ad est schématisée
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Figure 3-44: Spectre RMN'H de la poly(éthylénimine-co-éthylénimine-N-éthyfade-N-2(3(3H-imidazol-4-yl)
propanoique acide-co-Ethylenimine-N-éthylamide-Na2rino-5-carbamimidamidopentanoique acide), (IPEI{Ns-
N-arg)(IPEI-N-his 21%-N-arg 13,5 (EB190a)) dans,D a 25°C, ([EB190a]=20 mg/ml). La molécule de IPEHis-
N-arg est schématisée

T
8.5

Nous pouvons déterminer la fraction en synthonpddgmeres EB058a, EB147c et EB190a a partir
du taux d'unité éthylénimine modifiée par la L-idgte-N-acryloyle. Le calcul suivant est effectusnd le
cas du polymére EB147c.

En fixant I'intégration de la fonction imidazolelail est possible d’obtenir un rapport relatif destés m et

n par la relation :

Iad

r
“g—3 équation 13
S | his-imidazole

7

avec
r : le nombre d’'unités monomére El modifiées pdr-tastidine-N-acryloyle,
s : la fraction en 1-adamantane méthylamine-N-agtgl

w : lintégration correspondant a I'ensemble destqms des greffons éthylénimine-N-adamantane

méthylamine
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s : I'intégration correspondant a I'ensemble destgirs d’'unités EI-N-histidine par macromolécule kur
spectre RMNH, protons imidazole déduits.
Il est possible d’obtenir un rapport relatif dest&smw et s par la relation :

lad

W n
—= ad équation 14
S

I his(imidazole-libre)
r]his
avec
laq : lintégration du pic du cycle adamantane a gt
Nag: le nombre de protons du cycle ad a 1,86,
Inist (imidazole librey= iNt€gration du pic du cycle imidazole a 6,76 ppiintégration du cycle imidazole homo-
condensé& 0,8 d’aprés le spectre 3-26

Nhis: 1e nombre de proton imidazoyle libre a 6,89 ppm.

Les valeurs y et z obtenues par le spectre RNINont:

s:%=0,8 etw=%3= 022

Le rapport entre I'unité monomeére EI-N-his et laction en 1l-adamantane méthylamine-N-acryloyle de
I'équation 14 devient :

ng = %82 = 0275
Il est possible de définir y par le taux de modifion en L-histidine-N-acryloyle déterminé dans le
paragraphe 1I-2. 2. 1 qui S’écrit :

s=—x+‘:I+z = 0176
et

s=0=0,05
Nous pouvons conclure que le polymere EB147c pes€®d d'adamantane méthylamine-N-

acryloyle greffé. D'apres le paragraphe 11-2. 2il Est difficile de discriminer un greffage surdguelette
IPEI ou sur le résidu histidine lors de la deuxianaification du polymére. C’est pourquoi troisustures
sont possibles pour la IPEI modifiée par 'adamaateméthylamine-N-acryloyle. Dans le cas du polymeére

EB147c ces structures sont représentées par le fg3d5.
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Figure 3-45: Structure possible des copolyméres statistigeieprenant pour exemple la IPEI-N-his17.6%s-N-ad5%
(EB147c)

Une réaction de modification de la IPEI-N-his 16%6@du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle

est réalisé, donnant aussi un pourcentage de roaiiiin de 5%.

III - Conclusion

La modification des acides aminés et de certair@éaules hydrophobes par la réaction d’addition-
élimination permet d’obtenir facilement les dérivésrylamide, utilisé pour la modification de la
poly(éthylenimine) linéaire (IPEI). Les protocolde synthéses et de purifications des précurseurs so
optimisés pour obtenir un rendement satisfaisadi]. Le recours a des analyses spectroscopiqudsl (R
'H, °C et 2D) et spectrométriques (ESI-MS) permet diifien les précurseurs escomptés et d'établir le
degré de pureté des molécules.

Ce chapitre décrit aussi le greffage des différemtscurseurs (adamantane-N-acryloyle, L-arginine-N-
acryloyle, L-histidine-N-acryloyle, L-histidine ntétle ester) sur la IPEI par la réaction de MichaEes
conditions opératoires des syntheses et le taugreifage de la IPEI sont contrblées et reproduesibl
amenant a la création de nouveaux vecteurs catiesjqion toxiques, capables de complexer 'ADMNect

transfecter les cellulan vitro etin vivo.
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Malgré la simplicité relative des synthéses pré&smidans ce chapitre, il a été démontré gu’'undioséac
secondaire d’homocondensation se produisait suddgsés d’acide aminé formant des structures qui s
greffent a la IPEI. D’aprés I'analyse des spectteda L-histidine-N-acryloyle, I'élévation de temmtéire
favorise I'apparition de ces homocondensats (ler8ajout du chlorure d’acryloyle ou de I'évapomatides
solvants aprés purification). Pour limiter ces téms secondaires, il faudrait effectuer la synthasune
température moins élevée (50°C), ou protéger latiom imidazole de la L-histidine-N-acryloyle paneu

fonction boc, lors de la réaction.

Pour comprendre les résultats de transfedtiovitro, des études de caractérisations physico-chimique s
des nouveaux vecteurs (récapitulés dans le taldebd) et des complexes vecteurs/ADN sont réalisées

ultérieurement dans des solutions aqueuses, tarépsriax : tampon HEPES).

Tableau 3-14: Récapitulatifs des expériences associées auxmpeéhes synthétisés, aux synthons utilisés, aux masse
molaires de la IPEI et a la fraction en synthonstelue.

Svnthon Mn IPEI théorique Ex Fraction en synthons Nom abrégé du
y (g.molY) P (%) polymére
EB104b 76 4
EB130b EB112b l’o
EB117b 13
EB131b
EB152a 16
L-histidine-N-acryloyle 22000 17 IPEI-N-his
EB154a 19
EB135a 20
EB134a o4
EB146a 32
EB149a 66
L EB16la 6 .
L-histidine-N-acryloyle 2500 EB204a 18 IPEI2500-N-his
L-histidine méthyle ester EB019a 19 .
N-acryloyle 22000 EB044a 24 IPEI-N-his Me
EB183a 7
L-arginine-N-acryloyle 22000 EB142a 14 IPEI-N-arg
EB143a 21
EBO52c 0,4
l-adamantane EBOS1c 4
méthvlamine-N-acrviovie 22000 EBO053c 9 IPEI-N-ad
Y yioy EB023a 22
EB024a 24
L-histidine-N-acryloyle 24
1l-adamantane 22000 EB147c 5 IPEI-N-his-N-ad
méthylamine-N-acryloyle
L-histidine méthyle ester- 19
N-acryloyle 22000 EBO58a IPEI-N-his Me-N-ad
1l-adamantane 5
méthylamine-N-acryloyle
L-histidine-N-acryloyle 21 NLhic N
L-arginine-N-acryloyle 22000 EB190a 135 IPEI-N-his-N-arg
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Chapitre 4 :
Propriétés physico-chimiques des

nouveaux vecteurs et Tests biologiques

Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en
thérapie génique 156 / 221
Emilie BERTRAND



La protection du géne médicament est capitale dtwse transfectionn vitro ou in viva Sa
complexation par un vecteur cationique forme urtesge non viral appelé polyplexe, par l'interméeaiair
d'interactions électrostatiques coopératives dasrgroupements phosphate du fragment d'ADN etrigés
cationiques du polyélectrolyte positif. Le role decteur polymére est la condensation du plasmide au
moment de la réalisation du polyplexe, puis de #armme nanoparticule possédant une charge de surfac
globalement positive afin d'améliorer l'internalisa cellulaire de la nanoparticule par interactamticules-
peptidoglycanes (molécules localisées en surfasemdenbranes plasmiques de la cellule).

La connaissance initiale des propriétés physicotithies des polyméres synthétisés est primordiale po
une utilisation ultérieure en biologie. Un ensemieformations concernant les polymeéres, telslguayon
hydrodynamique des polymeres, leur charge glolzpledoit étre positive, pour complexer ’ADN) eute
effet tampon (utile pour la sortie de I'endosomejost déterminés afin d'appréhender la formation de
nanoparticules de facon contrélée. L'acquisitiorcele parameétres, en solution aqueuse ou tampoarée (
HEPES), se fera par titration, mesure du potenéitd et mesure des volumes hydrodynamiques.

La complexation/condensation de I'ADN dépend dealare du vecteur utilisé et des conditions de
formulation du polyplexe. Ces paramétres seramdiés afin de produire des nanoparticules de di@met
inférieur & 100 nm, taille requise pour des expéres de transfection a l'aide de polyiérd.es
polyplexes ainsi produits devront avoir une chatgesurface positive, et la capacité de complexation
plasmide par les différents polymeres cationiquesaltravail (pTG11033 ou pCMV-luc, ADN circulaile
9514 paires de bases, codant pour la luciféraesezyme permettant de vérifier la transfection ddkiles)
sera menée par électrophorése. La maitrise deacasi@tres est essentielle dans I'objectif d'anaimr de
la transfectionn vitro etin viva'®,

Enfin, des tests de transfectionvitro préliminaires a l'aide de ces nouveaux vecteumns@résentés, en

utilisant la poly(éthylénimine) linéaire (IPEI) éant que référencé

I - Caractérisations physico-chimiques des différents

polymeéres

Nous avons vu dans le chapitre précédent que laficaitbn chimique de la IPEI par des dérivés de
la L-histidine provoque une modification du compaonent des macromolécules en solution. Il nousast p
important de regarder les paramétres pouvant imflerele comportement des polymeres synthétisés au

chapitre précédent en fonction de différents patesgnotamment le pH.
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I-1 - Etude de la solubilité et des charges des différents

polyméres synthétisés en fonction du pH.

L'essentiel des polymeres synthétisés durant ceaitra(IPEI-N-his ou la IPEI-N-arg) sont des
polyélectrolytes polyampholytes. Leur comportenwrdgnge en fonction du pH. Il est important d’étudke
solubilité de ces polyméres ainsi que leur chaigbale en fonction du pH. Pour accéder a ces pdrase
nous déterminerons le rayon hydrodynamique de<rdifts dérivés de IPEI, et nous mesurerons leur
potentiell. Ces deux paramétres seront alors corrélés afteterminer les conditions d’utilisation de ces
polyméres pour former des complexes avec un pdirélgte négatif tel que 'ADN. Nous utiliserons la
IPEI en tant que référence, ainsi que la IPEI-NNis possédant une fonction ester, qui permet aurgoe

de perdre son caractere polyampholyte.

[-1 .1 les IPEI-N-his

I-1. 1. 1 détermination de la solubilité des [PEI-N-his en fonction du pH

Dans I'étude suivante, nous cherchons a déternansolubilité des polymeres en fonction du taux
de greffage et du pH. Ce paramétre peut étre digténpar une mesure du rayon hydrodynamiquér(im))
par diffusion dynamique de la lumiére a l'aide détagizer Nano Series (Malvern Instruments Ltd White
Kingdom). Les mesures sont conduites en solutiaggeuse et tamponnée (HEPES, avec glucose (5%) ou
NaCl (150 mM)).

Les premieres mesures ont été effectuées a T = 25°Golution aqueuse, sans force ionique pour
une concentration en polymére fixée & 17g.Les valeurs sont présentées par des mesuredessiié.
Apres cing mesures réalisées, I'incertitude estrale par le calcul de I'écart type moyen.

La figure 4-1 montre la variation du rayon hydrodgnque de la IPEI en fonction du pH, en solution

aqueuse. Le rayon hydrodynamique est de I'ordrEsden a pH acide.
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Figure 4-1: Variation du rayon hydrodynamique (Rh (nm)) efiction du pH, des IPEI et IPEI-N-his ([polymére]=
1 g/LY) & T°C=25°C

La solubilisation de la IPEI est expliquée par tatpnation du polymére a pH acide. Au dessus de

pH =7, la déprotonation de la chaine macromoléauldévient significative, entrainant une augmeaoitatiu

rayon hydrodynamique puis la précipitation du paye) lorsque celui-ci est complétement neutralisé.
Lorsque des résidus histidine sont greffés suPEl Ipar la fonction amine, le comportement en

solution aqueuse différe de celui du polymere gemdéNous observons pour toutes les IPEI-N-hisaome

de solubilité a pH acide, comme pour la IPEI. Roisque le pH augmente, une zone de turbidité aftpar

démontrée par l'augmentation du rayon hydrodynaeigafin, & pH élevé les IPEI-N-his redeviennent

solubles quelque soit leur taux de greffage. Nahservons que la zone de pH de turbidité varie Bev&sux

de substitution de la IPEI en résidus L-histidi@e.comportement est expliqué par les équilibredeslsase

de chacune des fonctions ionisables du polyméréaidle pH, les fonctions amines et imidazoles sont
protonées, et la fonction carboxyliqgue neutralidéee augmentation de pH provoque la déprotonates d
fonctions carboxylique, pour donner des fonctioasboxylate en quantité égale a celle des fonctions
imidazolinium. L'augmentation ultérieure de pH prque en premier lieu la déprotonation des fonctions
imidazolinium, puis des fonctions ammonium du segtiel IPEI, jusqu'au point isoélectrique, ou la
concentration en fonctions carboxylate est égdke @ncentration en fonctions ammonium portéeslgar
squelette IPEI Ce point isoélectrique se situesdarzone turbide. A pH élevé, les seules fonctiongjues

sont de type carboxylate, et permettent ainsi llabddé du polymére. Le taux de modification @sant en
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L-histidine-N-acryloyle ramene la zone turbide verspH physiologique (pH=7,4). Il faut donc travexil

avec des polymeres ayant un taux de modificatiolr-kistidine-N-acryloyle inférieur a 24%.

L’étude de l'évolution des Rh des macromoléculasselution en fonction du pH n'a pas été
conduite, mais les résultats déja exprimés au treaprécédent concernant la viscosité de ces pogsné
(chapitre 3 paragraphe 1I-2. 2. 7) nous laisse inEgjue le Rh croit avec la charge globale duméhe,
comme déja déterminé dans d’autres tratukEn premiére approche, nous postulons que ce piéT®est
un avantage pour améliorer la compaction d’'un pebtéolyte négatif lors de formation de complexéren
macromolécules de charge globale opposée.

Nous avons conduit les mémes expériences en ntdimponné (tampon HEPES 60 mM, HEPES 60mM
contenant 5% de glucose, HEPES contenant 5% degguet 150 mM de NaCl), correspondant aux
différents tampons relevés dans la littérature puéparer des complexes entre polymére cationique e
plasmide. Nous avons déterminé des zones turbigieespondant exactement a celles présentées dans la
figure 4-1, quelque soit le taux de substitutiodaddPEl (11 et 19 %).

I-2. 1. 2 Détermination de la mobilité électrophorétique des (PEI-N-his

I-2. 1. 2. 1. Principe de mesure du potentiel zéta

La mesure du potentiel z&faest généralement utilisée pour obtenir la chamtenglobale en
surface d'une particule ou d’'un complexe vecteuiBoluble en solution aqueuse. Cette mesure donne
une indication de la stabilité potentielle du sgstecolloidal. Par cette technique, nous avons ag@iess
informations dans le cas de solide dispersé dafiguide ou dans le cas d’une émulsion.

Le schéma 4-2 présente une particule chargée wégunt en surface et les différents potentielstaxisau

sein de ce systeme, dans le modeéle de Guoy-Chafteam-en fonction de la distance a cette surface.
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Figure 4-2: Schéma représentatif du potentiel z&fa

Le développement d'une charge nette a la surfaggeddarticule affecte la distribution des ions dans
la région interfaciale environnante, résultant ea concentration plus grande en contre-ions (ienshdrge
opposée a celle de la particule) proche de la sirfldne double couche électrique existe autouhdeue
particule. D’aprés le modele de Guoy-Chapman-Sterta double couche, celle-ci est constituée, dparg
d’une région interne, appelée couche de Sternesiohs sont liés fortement, et, d’autre part, d'oégion
externe, diffuse, ou les ions sont moins fermera#athés, entrainant de I'électro-osmose.

A lintérieur de cette couche diffuse, il existeeufiontiére ou les ions et les particules formemd entité
stable. Quand la particule diffuse (surtout pavigéy, les ions dans cette limite diffusent avde,ahais les
ions au-dela de cette limite ne se déplacent pas kvparticule. Cette frontiere est appelée léasarde
cisaillement hydrodynamique ou du plan de glissemes potentiel qui existe a cette frontiere estreo
sous le nom de potentiél
Le principe de cette technique est la mesure deolailité électrophorétique des particules. Quandhamp
électrique est appliqué a travers un électrolge,darticules chargées suspendues dans cet giecsoht
attirées vers I'électrode de charge opposée. Lregddiées a la viscosité du milieu agissant supbeticules
tendent a s’opposer a ce mouvement. Quand un légudist atteint entre ces deux forces, les paescsé
déplacent avec une vitesse constante.
Cette vélocité, appelée mobilité électrophorétigiégpend de :

- laforce du champ électrique ou de la tension,

- la constante diélectrique du milieu,

- la viscosité du milieu,

- le potentiel zéta.
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Le potentiel zéta d’'une particule peut étre obtalous par I'équation d’'Henry :

__ 2&0T (ka)
7

Avec ( le potentiel zéta, tla mobilité électrophorétique,= * ¢y la constante diélectrique,la viscosité et

Ue

f(ka) la fonction de Henr(" la longueur de Debye et a le diamétre de la paelic

Les déterminations électrophorétiques du potefitggnt généralement réalisées en solution aquewdes a
concentrations en électrolytes modérés. Dans ¢e(ga3 est pris égal a 1,5, approximation connue comme
I'approximation de Smoluchovgkf. Le modele de Smoluchovski suppose des particidesaille supérieure

a 0,2 microns, dispersées dans des électrolytdsramt plus de Idmol de sels. Dans le cas de solutions

non polaires, on fait 'approximation de Huckel,maat a une valeur dexi)=1.

I-2. 1. 2. 2 Applications aux systéemes IPEI-N-his

Depuis peu, I'étude du potentiel z&aest utilisée également pour caractériser les palgsen
solutiorf® ?°® D'apreés la littérature, il est possible d’obtedés valeurs exploitables de potenfel’'une
macromolécule polyélectrolyte, amphiphile, si ldtuest réalisée dans des concentrations en polymere
comprises entre 10et 10" mol.L™". La variation du potenti€] en fonction du pH est présentée en fonction
du taux de L-histidine greffé sur la IPEI (figure}
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Figure 4-3: Variation du potentiel zétad (mV)) en fonction du pH pour les IPEI-N-his & difirents taux de
modification ([polymeére]=1G mol.L™), & T°C=25°C,(trait en pointillé= zone turbide it plein, zone de solubilité)

Les mesures du potentiélont été réalisées a l'aide du Zétasizer Nano Sd€Ntalvern Instruments Ltd
United Kingdom), pour les échantillons de IPEI, HXehis 11%, 16%, 19%, 24% et 32%. La cellule sék
pour ces mesures est constituée de deux électesdd@'sin capillaire en U, moulée dans une cellule de
mesure de précision. La concentration en polymgréixée & 19 mol.L* & T = 25°C, en solution aqueuse
(milliQ) préalablement filtrée sur un filtre millgpe de 0.2um de diametre. Les valeurs présent&ds so
obtenues apres dix mesures réalisées, I'incertiégtiebtenue par le calcul de I'écart type moyen.

A pH acide (pH < 7), la IPEI est cationique. L'augmation du pH déprotone les amines secondaires
du polymére faisant diminuer le potenteldu vecteur. Il est a noter que cette diminutionpdtentiel
coincide avec l'augmentation du rayon hydrodynamigyartir du pH= 7 (de 30 nm au lieu de 15 nm (pH=
5,5)).

Le caractere ampholyte des IPEI-N-his est clairgngentifié sur la figure 4-3 par un potentiel
positif & pH acide et négatif a pH basique pounrdemble des IPEI-N-his. Dans ces deux cas extrérhes
acide et basique, et d’apres la théorie de Helmt@&toluchowski, nous pouvons considérer que lentiete
zéta mesuré correspond a un potentiel de surfageedhacromolécule gonflée. En revanche, le potentie
¢ dans la zone turbide correspond a celui de pagtidal polyméres précipités, et nous faisons I'hygseh
gue la charge de surface de ces particules estsmpative de la charge globale du polymére. Nous e
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déduisons alors un pH isoélectrique (phlicaractéristique du point isoélectrique de nogmperes. Comme
pour I'étude du rayon hydrodynamique des vectel@spHi,, croit avec l'augmentation en taux de

modification de la IPEI par I'histidine-N-acryloyle

En comparant les résultats des figures 4-1 etnb@s remarquons que les plgise situent toujours
dans la zone de turbidité des polymeres (figurg,&4st a dire dans une zone pour laquelle lagehar
globale des macromolécules tend vers 0. Dans lead@ranionique (pH=11), le potenti€lmesuré doit
croitre avec le taux de substitution en résidutdime, c'est-a-dire en fonctions carboxylate. Gémpmene
est observé pour les forts taux de substitutiosstea-dire dans les zones de solubilité des polysndtour
les faibles taux de substitution, la condensaties IPEI-N-his semble augmenter I'incertitude denksure

du potentiek.

151 ¢ min dans I'eau
4 max dans l'eau
14 4 A min dans IHEPES 60mM
A max dans 'HEPES 60 mM
@ min dans 'HEPES 60 mM, 5%glucose
13 - @ max dans 'HEPES 60 mM, 5%glucose
O min dans I'HEPES 60 mM, 5%glucose, 150 mM NpgCI
0O max dans 'HEPES 60 mM, 5%glucose, 150 mM NacCl
i + pHi apparent
12
11 +
T 10 +
9 Zone turbide
8 | +
7
6 -
5 T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35
fraction en L-histidine-N-acryloyle (%)

Figure 4-4: zone de turbidité des IPEI-N-his en fonction ¢iH dans différents milieux aqueux

Ces deux études ont aussi été réalisées sur |eNPE Me. Les résultats sur la variation du rayon
hydrodynamique et du potentiel zéta, en milieu agueiontrent un comportement similaire a celui nbte
pour la IPEI-N-his. Ce résultat surprenant peue &rpliqué par I'hydrolyse de la fonction ester du

polymére, qui n’a pas pu étre mise en évidenc&pX *°C, par manque de produit.
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I-1 .2 les IPEI-N-ad, IPEI-N-his-N-ad et IPEI-N-his -
N-arg

II-1. 2. 1 Détermination de la solubilité des [PEI-N-ad, [(PEI-N-his-N-ad et
RPEL-N-fiis-N-arg

Le comportement en milieu aqueux des IPEI-N-ad I8¥6I-N-his 24%-N-ad 5% et IPEI-N-his 21%-
N-arg 13,5% est aussi étudié par diffusion dynamida la lumiére (figure 4-5), et comparé a ceud déj
décrits pour la IPEI et la IPEI-N-his 24%. Ces drabuveaux polyméres possédent aussi une varidéion

leur rayon hydrodynamique en fonction du pH.

—e— |PEI
900 1| _y  1pErN-his 24%
—=— IPE-N-his 21%-N-arg13,5%
800 4| —x— IPE-N-his 24%-ad 5%
—e— IPE-N-ad 5%
700
600
E 500
2
8 400
300
200
100
0 4 ‘

Figure 4-5: Variation du rayon hydrodynamique (Rh (nm)) emfiction du pH, des IPEI et IPEI-N-his 24%,
IPEI-N-ad, IPEI-N-his 24%-N-ad 5% et IPEI-N-his 219-arg 13,5% ([polymére]= 1 g/) & T°C=25°C

La IPEI-N-his 21%-N-arg 13,5% possede le méme cotapent que la IPEI-N-his 24%. A pH
acide, ce vecteur est soluble en solution aquedésdyit par son faible rayon hydrodynamique (20 nm).
L’augmentation du pH permet la déprotonation destions carboxylique puis ammonium du polymeére, ce
qui entraine I'apparition d'une zone turbide ehdiepH 8 et 10. A pH élevé, la IPEI-N-his21%-N-48)5%
est a nouveau soluble en solution aqueuse, expliguia présence de fonctions carboxylate sur e,

Le greffage de résidus adamantyle sur la IPEI antgréhydrophobie des IPEI greffé, quelque soit
le pH considéré. La IPEI-N-ad 5% est parfaitemehitde a pH<7,4, ce qui est expliqué par la pradiona
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du squelette IPEI. Toutefois, le rayon hydrodynareiglu polymére (30 nm) est plus élevé que celdade
IPEI (15 nm). Cette observation pourrait étre epple par I'association des unités hydrophobes du
polymere. Une étude en concentration confirmerdtedhypothese. La condensation de la IPEI-N-adk5€6
observée a un pH légerement supérieur a celui teHhR et des tailles de particules de I'ordre @@ 8m
sont mesurées, alors qu’une précipitation completia IPEI est observée au dessus de pH=8. Deuplpsi
basique permet d'obtenir des tailles moyennes dtcpkes de I'ordre de 500 nm. Une stabilisation du
diametre moyen des particules en augmentant le’'@ldinpas escomptée, et aucune explication ne lsemb
rendre compte de ce résultat.

L’évolution du Rh de la IPEI-N-his24%-N-ad5% suit aomportement similaire a celui de la IPEI-N-his
24%. Une zone turbide & pH proche de la neutralié observée, soit un pH plus faible que lorsque
'adamantane n’est pas greffé sur IPEI-N-his 24%e @xplication possible est la diminution du pKaysmo

du polymére, expliqué par la transformation de fioms amine secondaire en fonctions amine tertihiee
faible taux de fonctionnalisation de la IPEI-N-#4% par les greffons l-adamantane méthylamine-N-
acryloyle, ne peut totalement expliquer ce résuéiatin autre phénomene doit probablement aussindés

en jeu. L'étude du potentiel zéta (paragraphe stijy@eut donner une explication a ce phénomene.

II-2. 2. 2 Détermination de la mobilité électrophorétique des [PEI-N-ad, [PEI-N-
his-N-ad et [PEI-N-his-N-arg

Le graphique (figure 4-6) montre I'évolution du gotiel { (mV) en fonction du pH, pour les
échantillons : IPEI-N-his 24%, IPEI-N-his 24%-N-&¥6 et IPEI-N-his 21%-N-arg 13,5% en solution

aqueuse (filtrée sur filtre millipore 0,22um derdédre, a [polymére]=1mg/ml, a 25°C).
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Figure 4-6: Variation du potentiel zétad (mV)) en fonction du pH pour les IPEI-N-his24%, EH-N-ad 5%, IPEI-N-
his 24%-N-ad 5% et IPEI-N-hgis 21%-N-arg 13,5%([yatére]=10° mol.L}), & T°C=25°C, (trait en pointillé= zone
turbide, trait plein, zone de solubilité)

L’évolution de la mobilité électrophorétique delfEI-N-ad 5% suit une évolution similaire a celle
de la IPEI en fonction du pH. Nous observons uemtil{ positif a faible pH puis neutre a partir de pH= 9.
A nouveau, le greffage de résidus adamantyle gétesefonctions amine tertiaires dont le pKa ess plu
faible que celui des amines secondaires initi@esjui devrait diminuer le pH auqguel le potenfistannule.

Le greffage de fonction hydrophobe telles que ésidus adamantyle doit certainement provoquer ute a
association de ces unités en milieu aqueux. Tagtdfo relation entre un phénoméne d’auto assoaciadt
cette annulation du potentiéimérite une étude plus approfondie, hors du cadmedeavail Nous notons
une excellente corrélation entre la zone d’annutatiu potentiel et la zone de turbidité présentée figure 4-
5.

La variation du potentiel de la IPEI-N-his 24%-N-ad 5% en fonction du pH awile variation
escomptée, a savoir positif a faible pH et négapH élevé. A nouveau, a pH faible, le comportendenta
mobilité électrophorétique est gouverné par laefg@toportion de fonctions ammonium et imidazolinium
portée par les macromolécules, alors qu'a pH élsegle les fonctions carboxylate interviennent dans
mobilité électrophorétique des macromolécules. ke igoélectrique de la IPEI-N-his24%-N-ad 5% est
inférieur a celui de la IPEI-N-his24%. La génératide fonctions amine tertiaire ne peut complétement
expliquer cette forte variation (faible taux de stitlition), et un autre phénomene impliquant lesdrés
adamantane doit intervenir dans cette variationnoiveau, I'étude de la mobilité de polyélectrolytes
possédant des résidus adamantyle nécessiteraigtude compléte afin de mettre en évidence lesdeis

comportement de ce nouveau polymere. Le,pHist compris dans la zone turbide de pH, indigqéant
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nouveau que la neutralisation des macromoléculelasuse de leur précipitation. Ce décalage de zo
turbide est un handicap pour la préparation de taxepentre ces polyméres et un polyélectrolyte tiéga
pH =7,4.

L’évolution de la mobilité électrophorétique de IMEhis 21%-N-arg 13,5% suit un comportement
similaire a celui de la IPEI-N-his 24%, avec unalége du pHj, vers les pH élevés, comme attendu lorsque
I'on augmente le taux de sites basiques par madéomes. Le pHj, est a nouveau dans la zone turbide de

ces polymeéres, ce qui indique I'intérét des chapges la solubilité de ces nouveaux polyméres.

I-2 - Titration acido-basique des IPEI-N-his

Lors d’'une expérience de formation d’'un complexiyélectrolyte négatif-polyélectrolyte positif, le
nombre de charges portées par chacune des macooeslésa contrdler la force de linteraction entre
macromolécules de charges opposées. Il est domsssire de connaitre la densité de charge des @agm
en fonction du pH. Une attention particuliere diite portée aux différents pH d'utilité (pH=7,4date la
formulation, pH = 5,5 lors du relargage du polygedans le cytosol). Le taux de protonation des
macromolécules que nous avons synthétisées peaitd@ouit d'une titration acide-base en solution
aqueusE™ ! Cette étude est réalisée sur les IPEI-N-his @67%, en prenant la IPEI en référence.

La IPEI étant insoluble en solution basique, lgatibns ont été effectuées dans 9 ml d’eau conted@o
de HCI 0,1M, de fagon a ramener toutes ces sokitioun pH de 2. Les polyméres sont neutralisédeta
soude 0,05M. Les échantillons sont préparés a aneeatration de 25 mM (en amine du squelette de la
IPEI) (figure 4-7). Le temps entre chaque mesur@tdeest déterminé par la stabilité de la mesuresiAi

dans la zone de turbidité, les temps entre chagseim sont augmenteés.
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Figure 4-7: Titration de la solution aqueuse des IPEI, IPEI-Kis de 7,4 a 67% ([El] = 25 mM) avec uns solutide
NaOH (0.05M) de pH=2 a 9. Des solutions ont étésifes a pH = 2 avec du HCL 0,1 M. Ensuite, des abigs de
20 pl de NaOH a 0,05 M sont ajoutés et le pH a m@savant chaque ajout.

[-2 .1 capacité tampon des polymeres

Nous avons indiqué dans le chapitre bibliographiguain mécanisme d’éponge a proton permet
une libération plus efficace du polyplexe de I'esalme dans le cytosol. Midoux et ¢&lont montré que le
greffage de fonctions L-histidine sur la polylysiaegmente le pouvoir tampon, et donc la libératies
polyplexes dans le cytosol. Nous analysons en relidvolution du pouvoir tampon des IPEI-N-his en
fonction du pourcentage de greffage de la L-his@eN-acryloyle. L'addition de Michael a comme
conséquence 'apparition de résidus imidazole ebwglique ainsi que des fonctions amine tertiaire,
diminuant ainsi la fraction d'amine secondairesqguelette de la IPEI. Le pouvoir tampon est dé&fomme
la quantité de protons exigée pour diminuer le pithel unité, donc est proportionnel a l'inverse aeénte
de la courbe de titration sur la gamme de pH c@néidAfin de se placer dans les conditions d’aicliifon
d’un endosome, nous déterminons ce pouvoir tampoore gamme de pH de 5 & 7.5 (figure %47)

Des pentes de 0,159 ml, 0,229 ml, 0,328 ml, 0,3800m335 ml, 0,134 ml, 0,121 ml ont été
respectivement mesurées pour les IPEI, IPEI-N-[1%67 16%, 19%, 24%, 32% et 66%. Le pouvoir tampon
augmente avec le taux de greffage en L-histidirecNAoyle (apport de fonctions imidazole et amines

21 2%4iyusquau pourcentage de greffage proche de 25psuite, le pouvoir tampon diminue (pour

tertiaires
les IPEI-N-his 32% et 66%), ce qui serait du au lm@mcroissant d'amines tertiaires et de fonctions

carboxylate sur ces polymét&s

Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en
thérapie génique 169 / 221
Emilie BERTRAND



[-2 .2 Détermination de pKa

Dans une étude sur la protonation de la bPEI, &ai®l*® ont déterminé les différents pKa de la
bPEI en étudiant la variation de d[HCI]/dpH, défnissi comme le pouvoir tampon, en fonction du @ék
auteurs ont proposé un modele mathématique pemhegaendre compte des différents pKa observés pou
la bPEI. Ce modele ne s’est pas appliqué a nosneosls, mais nous avons toutefois étudié la vanat®
dpH/d[NaOH] en fonction du volume de soude verdimis avons sélectionné la IPEI-N-his 16%, qui nous

le verrons donne les meilleurs résultats de tratisfe

10 - ‘ courbe de dosage Dérivée
9
8
7
6
z
4
34
2
14
04
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Figure 4-8: Titration de la solution aqueuse de polymeére [[E 25 mM) avec uns solution de NaOH (0.05M) de
pH=2 a 9 de lalPEI-N-his 16% et dérivée associéee#te titration

Les courbes de titration acide base mettent eteéue les pKa des espéces protonables, d’'une nelécu
macromolécule. Les pKa des acides-bases faiblegdéterminés au volume de la demi-équivalencedars
dosage. Cependant, le polymere titré en figuree&t8plus complexe qu’une simple molécule ; et il es
difficile d’identifier correctement les pKa des fidions amine et carboxylate. Les pKa de ces nowveau
vecteurs sont déterminés a I'aide de la courbeédieék de la courbe de dosage, qui met en évidesce
volumes équivalents du dosage d’'une espece. A pliertia figure 4-8 nous voyons apparaitre un enkemb
de pics sur la dérivée de cette courbe de dosageefiant de déterminer différents pKa associés aux
fonctions présentes dans les IPEI-N-his que noasssynthétisées. Ces pKa sont rapportés dansléata
4-1.
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Tableau 4-1: Récapitulatif des volumes de soude versée aliégjence, la demi-équivalence, des pKa associés au
volumes des demi-équivalences et les fonctionsqrables adjointes.

Volume de soude versée Volume de soude versée pKa Attribution possible des
aux équivalences (mL)| aux demi-équivalences especes protonables della
(mL) IPEI-N-his
3,03 1,9 -
3,28 3,17 3,3 Fonction carboxylate
3,58 3,37 3,8 Fonction carboxylate
3,72 3,65 49 Fonction imidazole
3,88 3,8 5,6 Fonction imidazole
4,72 4,68 7,5 Amine tertiaire
4,78 4,75 8,45 Amine secondaire

Ces différents pKa peuvent étre rapportés auxtifame carboxylate, imidazole et amine présentes

sur les IPEI-N-his. Ces différentes fonctions sappelées sur la figure 4-9.

fonction imidazole fonction carboxylate

@ @ Na
o®

NH

fonction carboxylate

fonction imidazole NH

amine tertigire

amine secondaire

90

[e]
HN
@O, I I
l i @

fonction carboxylate fonction imidazole

Figure 4-9: structure schématique de la IPEI-N-his avec lespéces protonables identifiées dans un cercle

D'aprés la figure 4-9, la IPEI-N-his posséde 6 espé protonables composées de deux fonctions
carboxylique et 2 fonctions imidazole, une fonct@mnine tertiaire et secondaire en premiére appratiim.
Nous identifions aisément de la courbe de dosagkKe8 et nous proposons d’'essayer de les attribwer a
fonctions portées par les IPEI-N-his.

Sachant que le pKa d’'un acide carboxylifbiearie de pKa=2 (acide aminé) a pKa=4, les pKa de
3,3 et 3,8 peuvent étre attribués aux deux fonstaamboxylique du vecteur.
Le polymere possede deux fonctions imidazoles, dome a réagi lors de la synthése du matériau.

Connaissant la zone de pKa des fonctions imidazaes proposons que les deux pKa a 4,9 et 5,6tsoien
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attribués aux résidus imidazole. Enfin les deuxnides pKas, pKa=7,5 et pKa=8,45, sont respectivémen
attribués a l'amine tertiaire et I'amine secondaihe polymére car le pKa de I'amine tertiaire est
normalement plus faible que celui de I'amine seainat®.

Nous ne discriminons pas les attributions des deunctions imidazole et des deux fonctions acides
carboxyliques car il aurait fallu travailler suslemodeéles de polymére pour pouvoir attribuer samsiguité
ces différentes fonctions. Le point intéressantdesinoter que les fonctions imidazole ont un pKaési

autour de la zone d’intérét, c'est-a-dire entret e

I-2 .3 densité de charge

Les IPEI-His ont un caractere polyélectrolyte esqgmlent un comportement modulable selon le pH
de la solution. En utilisant les courbes de dosadgds figure 4-7 et un dosage acide fort/base fam taux
de charge$ (équation 15 des polymeéres (IPEI et IPEI-N-his de 7 a 24%) &tpe déterminé en fonction du
pH (figure 4-10).
[N"]
[Nt

f+=

équation 15

Le taux charge est déterminé par la quantité dee bé&cessaire a la neutralisation de l'acide fort
soustraite de la quantité de base ajoutée a laNPfs. On détermine alors la concentration dediins la
solution que I'on rapporte a la concentration ®&h unité éthylene imine. Les résultats sont ptésesur la
figure 4-10, et la courbe mesurée pour la IPElaépit une allure déja mentiorfé€°. Nous observons que
la modification des unités éthylénimine par la Ektidine-N-acryloyle permet d’augmenter le taux de
protonation du polyélectrolyte, pour un pH donn&ugmentation du taux de protonation suit le ratio
d’éthyléenimine modifiée. Ceci est tout a fait erc@d avec les expériences de viscosimétrie décaites
chapitre 3 (paragraphe 1I-2. 2. 7), qui indiquaitagpH=5,5, la IPEI est déja étirée, d0 a son tdax
protonation alors que la IPEI-N-his est toujourasséorme de pelote statistique. Une plus forte iterme
répulsion électrostatique existe dons sur la IPEIHES,5, thermodynamiquement défavorable a toute
protonation ultérieure. Il faut aussi tenir comgess fonctions carboxylate de la IPEI-N-his dontdke de

coopératif de protonation est évident.
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Figure 4-10: taux de charge f+ des IPEI et IPEI-N-his en fotion du pH, obtenue par titration acide base
([EI][=25mM pour les IPEI, IPEI-N-his 7,4% et IPEI-Nhis 16%)

I-3 - Taux de charge des IPET et IPEI-N-his 19% analysé par
RMN *‘H

La protonation des amines a une influence direateles déplacements chimiques des pics de
résonance magnétique nucléaire des protons degpeaants Chl des unités éthylénimines (El) des
polymeres et des protons portés par les fonctiondazoyle de I'histidine. Il est donc possible devee
'évolution du taux de charge des polyméres en asuivi’évolution du déplacement chimique des
groupements CHen fonction du pH. On fait I'hypothése dans laesgjue la substitution des atomes
d'hydrogene par le deutérium influence peu le tésul
En utilisant une référence connue donf'le@ été déterminé par titration, il est possibletitider ensuite la
RMN pour évaluer le*. La démonstration est effectuée pour les IPEII{EK7M) et IPEI-N-his 19%
([IPEI-N-his19%]=0,52M) (figure 4-11), dont les sprees RMN'H sont réalisés a différents pHs, en solution
dans du BO. Nous analysons en premiére approximation unignéne taux de protonation du squelette
IPEI (la protonation des fonctions imidazoyle efifee a pH=4 ne sera pas analysée).

D’aprés la figure 4-11A, le signal de résonance desipements CHde la IPEIl se trouve a
2,9ppn?®, pour un pD du BD de 8. A mesure que la quantité d’acide DCL aude)da pic de résonance des
CH, se déplace vers les champs faibles. La présemcesdul pic de résonance indique que les échanges
[ammonium-amine] sont rapides. Nous déduisons guéalix de chargé+ est uniforme, le long du

polycation.
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D’aprés les résultats de la figure 4-11, le tauxchargef+ en fonction du pD est calculé a partir
d’'un taux de charge déterminé par titration aciagel{+=0,2 & pH=4) et montre que la IPEI est peu chargée
a pH=7,4 {+=0,15) (figure 4-12).

La méme approche est utilisée pour la IPEI-N-hi%o1@igure 4-11B). Le pic correspondant aux unités
éthyléene imine non protonée est a 2,25 ppm (pHt&eedéplace vers les champs faibles lorsque le pH
diminue. Ce résultat met en évidence la protonatemfonctions amine secondaires et tertiairesjdalette

de la IPEI-N-his 19%. Ceci nous permet alors deutat le taux de charde des unitésgl du polymere (la
protonation des unités imidazole, quoique impligoees négligée en premiere approximation). La gy
11B montre que le taux de charge de la IPEI-N-Bi% If+=0,13) est sensiblement plus éleve, & pH=7,4 que
celui de la IPEI ft-=0,15), expliqué par la présence d’amines tertiaire le squelette El et de fonctins
carxylate et imidazole. Les spectres RMide ce polymére mettent aussi en évidence le cépient des
protons du groupement imidazoyle (pics a 7,67 %t fpm) car les amines du cycle se protonent (pKaet6

peuvent participer a l'augmentation de la dergdt€harge a pH acide.
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Figure 4-11: Evolution des spectres RMM de la IPEI (A) ([El]=0,47M) et IPEI (B) ([EI]=0,52M) en fonction du
pH
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Figure 4-12: taux de charge f+des unités El de la IPEI (en man) et de la IPEI-N-his 19% (en bleu) en fonction
du pH ([IPEI-N-his 19%]=0,52M et [IPEI]=0,47), déteniné par RMN'H
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II - Formulation et Caractérisations des polyplexes
vecteurs/ADN

La formation de polyplexes consiste en un mélaigee solution de polymére versée dans une
solution contenant le plasmide d’'intérét. L'intdiac électrostatique entre les fonctions ammonium d
polyélectrolyte positif et les unités phosphatet¢es par le plasmide permet de former des nanoplsi
dont les tailles sont déterminées par la méthodmeulation. Pour utiliser ces nanoparticules aebade
polymére (polyplexes) en transfert de géne, elégent avoir un diamétre moyen inférieur & 100HinDe
plus, le potentiel de surface de ces nanoparticlbésétre positif afin de permettre l'interactiavec les
peptidoglycanes chargés négativement des membregirdaires, et de faciliter l'internalisation des
polyplexes par les cellul®s*” ' Nous allons dans ce paragraphe étudier la fationl de polyplexes avec
'ensemble des polyméres synthétisés dans ce lrafai d’obtenir des nanoparticules de petiteldaét
possédant un potentiélpositif. L'ADN utilisé est toujours le plasmide L1033 possédant 9,5 kb. Dans
un premier temps, nous évaluerons la quantité tengoe nécessaire a la complexation totale du pteesm
afin d’évaluer la densité d’énergie cohésive duwyjpleixe. Celle-ci doit étre suffisamment élevée paster
sous forme de nanoparticule méme en milieu dilugs muffisamment faible pour permettre la libératiw

plasmide une fois la particule internalisée.

II-1 - Formation des complexes IPEI-N-his/ADN

lI-1. 1 Formation des complexes IPEI-N-hist/ADN

La premiéere partie de cette étude consiste a diéterna quantité de polymére nécessaire a la
complexation totale d'une quantité connue de pldsmExpérimentalement, nous déterminons dans un
premier temps la quantité de polymére nécessaine lpocomplexation d’1pug de plasmide, en utilisist
IPEI-N-his modifiées entre 2 et 67%. Les essaid sfiectués par la formulation de 1ug de plasmide
(Npnosphate= 3,3*10° mol) en présence d’une quantité croissante denpgaly (de 0,5 & 7 pg). Le pH du milieu
est fixé a 7,4, tampon HEPES 10 mM.

La démonstration de la complexation est détermpagetlectrophorése. Une complexation totale du
plasmide par un polymére est démontrée par unemgration de ce plasmide lorsque soumis a unedensi

de 90 mV dans un gel d'agarose 6% (figure 4-13).

Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en
thérapie génique 175/ 221
Emilie BERTRAND



1/1 2/1 3/1 4/1 5/1 6/1 8/1 ADN

— e — a— —

ADN 0,5/10,75/11/12/13/1 6/ ADN 1/1 2/1 3/1 4/1 5/1 6/1 8/1

d— aen e @ A =

ADN 1/1 2/1 3/1 4/1 5/1 6/1 8/1 1/12/1 3/1 4/1 5/1 6/1 8/1 ADN 1/1 2/1 3/1 4/1 5/1 6/1 8/1 ADN
- = am

(A
" bid

Figure 4-13: Gel d’agarose électrophorétique des tests de glexation du plasmide par les IPEI (a), IPEI-N-his
7,4% (b), 16% (c) 24% (d), 32% (e) et 67% (f) ddhiénts ratios polymere/plasmide (w/w), les polyge sont réalisés
dans du tampon HEPES 10 mM a pH=7,4.

Tableau 4-2: Récapitulatif des ratios de complexation totala plasmide pTG11033 (9,5 kb) exprimé en w/w & N/
des IPEI, IPEI-N-his 7,44%, 16%, 24% et 32% dangdenpon HEPES pH=7,4 (pour 1 ug de plasmide
[plasmide];itiale=1Hg/ml))

Vecteurs Ratio vecteur/ADN (w/w) Ratio:)\P
IPEI 0,5/1 3,5
IPEI-N-his 7,44% 2/1 10
IPEI-N-his 16% 3/1 12
IPEI-N-his 24% 3/1 10
IPEI-N-his 32% 4/1 11

Le tableau 4-2 présente les ratios vecteur/ADNwjwét N/P associés au ratio (w/w) qui complexent
totalement I’ADN pour les différents IPEI-N-his. LREI est indiquée en référence.

Nous remarquons que le greffage d’un résidu Lhiisti sur la chaine IPEI provoque une augmentatola d
guantité de polymere nécessaire a la complexatitatet du plasmide. Cependant & un taux important de
résidu histidine (67%) sur la IPEI, le vecteur menplexe plus le plasmide, quelque soit le ratioldRE
his/ADN en poids utilisé (w/w de 1/1 a 8/1). Dedagsurprenante, il n'existe pas de relation emtredction

de résidus L-histidine greffés sur la IPEI et lamité de polymere nécessaire a la complexatiaietate

1ug d’ADN. Ce résultat peut étre expliqué par trdi€pomenes agissant de facon synergique, et dintinuan

ainsi I'efficacité de complexation de 1 pg de platapar le polymere cationique :
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- La modification de la IPEI par la L-histidine-N-gtoyle entraine une diminution de la fraction
d’amines secondaires portées par le squelette #Eprofit de la fraction en fonctions amine
tertiaire, peu protonées a pH physiologijfie Toutefois, nous avons vu dans le paragraphe
précédent que la IPEI-His est plus protonée a pthéaue la IPEI.

- Le greffage d'unités L-histidine, peu protonéeska ghysiologique, provoque un encombrement
stérique peu propice a la formation de complexeedatpolymere cationique et le plasmide.

- Enfin, nous rappelons qu'a ce pH, les fonctionsbagyligue sont déprotonées et interagissent
probablement avec les fonctions ammonium de laneh@d@ IPEI. Une « consommation » des unités
ammonium par ces fonctions carboxylate apportéekepaésidus L-histidine est aussi a I'origine de

la plus grande quantité massique de polymeére ngéicessla complexation totale du plasmide.

Cette derniere raison nous semble prédominantquerke taux de greffage de la IPEI par I'histidive-
acryloyle atteint 23, puis 67%. Cette affirmati@rasplus loin confortée par les mesures du polefitie
de ces particules. D'un point de vue général, Paeigtation du taux de substitution des unités

é64, 1653

éthylénimine de la IPEI entraine une diminutioaleapacité de complexation de plasmidl en

particulier pour la IPEI greffée par des résiduboaylate®.

lI-2. 2 diamétres et charges des complexes IPEI-N-
his/ADN

En thérapie génique, le diamétre des complexesétiatle plus petit possible (<100rM)pour
obtenir un transfert de gene efficace. Les diareétneyens des polyplexes ont été estimés par daiffusi
dynamique de la lumiere, en faisant varier le taengreffage des IPEI-N-his. Le ratio polymere/plagmest
fixé & 6 :1 (w/w), car cette valeur est suffisapdeir toujours complexer le plasmide, quelque softilix de
greffage de la IPEI par la L-histidine-N-acryloyldne étude standard de complexation serait réaésée
rapport Noymerd Papn CONstant. Toutefois, la forte variation de masséiredu polymere cationique avec le
taux de greffage en unités L-histidine nous conduiprendre comme référence le rapport massique
polymére/ADN. La premiére approche de ce travstilde considérer la formation de polyplexes pow un
application de typeén vivo. La concentration en plasmide est de [plasmidég],5 ug. Le tableau 4-3
regroupe les mesures des tailles des polyplexssaie les potentiels correspondants, pour I'ensemble des

formulations IPEI-N-his/ADN, pour des valeurs vaities du taux de greffage.
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Tableau 4-3: Récapitulatif des diamétres et des charges dalgpglexes au ratio (w/w) 6/1 pour une quantité ¢PHI-
N-his de 45 pg et en ADN de 7,5ug (2,52®0l de P)

Quantité de . o
Polymeéres Ppurcentage er polymeéres (mol| Tailles (nm) Potentiel zéta
his-N-acryl (%) de N) (mV)
EB104b 2 12,7*18 132,7+36,4 89+31
EB130b 7,44 10,2*16 170,7 + 48.3 6,6+25
EB112c 10 9,4*108 110 + 87,6 8,1+4,7
EB112b 11 9*10 114,2 +37,8 8,4+3.2
EB117b 13,5 8,4*19 310,8 + 68,1 7,3+2,9
EB131b 16 7,810 349,5 +36,6 1,3+0,7
EB135a 22 6,718 4226 + 46.2 31+1,1
EB134a 24 6,4*18 400,3 + 86,4 29+0,7
EB146b 32 3,3*18 1007,1 + 105,4 -13,6 £4,3

Ce tableau indique que des diametres moyens delprés proches de 100 nm peuvent étre obtenus

jusqu’a un taux de substitution de la IPEI-N-his . Au-dela de ce pourcentage de substitution, le

diametre moyen des polyplexes croit jusqueni, dans le cas de la IPEI-N-his-32% qui, nous Irevdéja

vu, complexe mal 'ADN. Pour toutes ces formulasipfes polyplexes ont un potentéepositif, ce qui est

nécessaire pour une application en transfert de.géne relation directe entre le diamétre moyen des

polyplexes et le taux de greffage est difficilequuie I'étude est menée en ratio w/w. Toutefoisfdédes

taux de substitution permettent d’obtenir des dis@semoyens de particules inférieurs & ceux obteous

des taux de substitution élevés. Ces résultatsnpnélires montrent qu'il est possible d’atteindi@bjectif

de diamétres moyens de polyplexes proche de 108snompt®’, malgré le greffage d’unités L-histidine.

IT-2 - Formation des complexes IPEL-N-arg/ADN

Les tests de complexation du plasmide pTG11033 KB)5sont réalisés avec la IPEI-N-arginine (14% et

22% en L-arginine-N-acryloyle) selon le principejadé@écrit au paragraphe précédent. Le résultat de

I'expérience d’électrophorese est rapporté figufel4

Synthéses et caractérisations de nouveaux polymeres, d base de poly(éthylénimine), non toxiques et efficaces en

thérapie génique
Emilie BERTRAND

178 / 221



Puits 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figure 4-14: Gel d’agarose électrophorétique des tests de mlexation de I'ADN par les IPEI-N-arg 14% (a) et
IPEI-N-arg 22% (b) a différents ratios polymére/@mide (w/w), les polyplexes sont réalisés dansapgon HEPES
10 mM & pH=7,4.

La migration de I'ADN est stoppée pour un ratio vdev2/1 quelque soit la fraction de L-arginine

sur le polymeére. Ce rapport est présenté en railaird Nyoymerd Paon dans le tableau 4-4.

Tableau 4-4: Récapitulatif des ratios de complexation limites/w et N/P des IPEI, IPEI-N-his 16%, IPEI-N-arg
14% et 22% dans le tampon HEPES pH=7,4 (pour 1 p@IN)

Vecteurs Ratio vecteur/ADN (w/w) Ratio N/P
IPEI 0,5/1 3,5
IPEI-N-his 16% 3/1 12
IPEI-N-arg 14% 2/1 10
IPEI-N-arg 22% 2/1 8

Nous observons, qu'a la précision de I'expérienoespla IPEI modifiée par la L-arginine-N-
acryloyle ou la L-histidine-N-acryloyle présenteewrapacité de complexation de '’ADN comparable dans
gamme de taux de greffage analysé. Une analyseppéesse par fluorimétrie pourrait étre conduitén a
d’évaluer plus précisément les capacités relatieesomplexation de ces deux polymeres. En tenanpieo
du pKa élevé du groupement guanidium (pKa = 13)PE-N-arg doit étre plus chargée que la IPEIibI-h
pour un méme taux de greffage a pH=7,4. Une medlaapacité de transfection pourrait alors étre
imaginée.
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II-3 - Formation des complexes IPEI-N-ad/ADN

La littérature fait état de nombreux exemples deplexation de 'adamantane par la cyclodextrine.

Davis et coft?® 130 161

ont utilisé cette stratégie pour synthétiser delgrpéres cationiques incorporant des
cyclodextrines dans lesquelles ils ont encapsu lidands susceptibles d’améliorer le ciblage desle
polyplexes ultérieurement formés. Dans cette pambels évaluons la possibilité d'utiliser des padyes a
base de IPEI possédant des unités adamantane,tfaarnue former un complexe d’inclusion avec des CD

greffées par les ligands, pour former des polydexe

[I-3. 1 Influence du taux de modification de la IPE I
en fonctions adamantane sur les propriétés de
complexation de plasmide pTG11033 (9,5 kb), conduit e dans
le tampon HEPES a pH=7,4

Nous avons vu dans le chapitre précédent que feageede résidus adamantyle sur la IPEI par une
fonction ester conduit a une dégradation de cettetfon au cours du temps. Les résultats de foomate
polyplexes avec ces polyméres, bien qu’'intéressaatseront donc pas discutés dans ce travail. hltors
présenter les travaux menés sur la complexatigulaimide pTG11033-luc possédant 9,5 kb par la NPEI-
ad avec 4 taux de greffage différents : 0,4% ; 226% et 24 %. Les polyplexes sont formulés a pH4=enh
tampon HEPES 10 mM. La concentration en plasmide éiasolution initiale est de 1ug.mhL

La quantité de polymére nécessaire a une compiexadmpléte de jug de plasmide est déterminée
par électrophorése, comme déja présenté dansdgrpphe précédent. A nouveau, les rapports cogsider
sont de type massique afin de pouvoir comparerégsagtats a ceux obtenus pour la IPEI-N-his. Lesltéts

d’électrophorése sont présentés figures 4-15 & 4-1
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pADN 7/1 8/1 9/1 10/1 11/1 12/1

pADN 1/1 2/1 3/1 4/1 5/1 6/1

Y

Figure 4-15: Gel d’agarose électrophorétique des tests de plexation de I'ADN par la IPEI-N-ad 4% a différent
ratio polymeére/plasmide (w/w), les polyplexes sa@ralisés dans le tampon HEPES 10 mM a pH=7,4.

Puits 1 2 3 4 5 6 8
Référence pADN 0,5/1 1/1 2/1 3/1 4/1

0,5/1 1/1

Figure 4-16: Gel d'agarose électrophorétique des tests de corgtien de I'ADN par les IPEI-N-ad 22% (a) et 24%
(b) a différent ratio polymére/plasmide (w/w), Ipslyplexes sont réalisés dans le tampon HEPES 10 empH=7,4.
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L'observation des figures 4-15 et 4-16 met en évie deux comportements distincts. A faible taux
de modification de la IPEI par le 1-adamantane giéthine-N-acryloyle, le polymére forme des polymex
avec le plasmide. En revanche, en augmentant yedwsubstitution de la IPEI par les résidus adaylen
(22 et 24%), aucune complexation du plasmide rdbservée dans la gamme de rapport de concentrations
massiques analysée. Pour expliquer cette obsemyaitims avons déterminé le rayon hydrodynamiquia de
PEI-N-ad en milieu aqueux & C= 221Mol.L™, par DDL. Nous observons que le polymére IPEI-N22¢b a
un rayon hydrodynamique de 200 nm, bien supéri@ald escompté pour une macromolécule isolée. Nous
expliquons ce résultat par la formation d'un geygtue, par création d'une phase hydrophobe. Reaur |
taux de greffage en résidus adamantyle de 0,4 etlel%ayon hydrodynamique mesuré dans les mémes
conditions est de 38 nm, ce qui est proche de aeksuré pour la IPElI (70 nm). Malgré cette faible
association, des polyplexes sont formés avec lemitle pTG11033-luc possédant 9,5 kb, et les rapport
polymére/plasmide (w/w) limite de complexation sogportés dans le tableau 4-5, et comparé avec ceu

obtenus pour des polymeres référence.

Tableau 4-5: Récapitulatif des ratios limites de complexati@arw et N/P du plamside pTG11033-luc possédant 9,5
kb, par les IPEI, IPEI-N-ad 0,4%, 4% et 23% danstéanpon HEPES pH=7,4 (pour 1 ug d’ADN)

Vecteurs Ratio vecteur/ADN (w/w) Ratio N/P
IPEI 0,5/1 3,5
IPEI-N-ad 0,4% 10/1 10
IPEI-N-ad 4% 10/1 10
IPEI-N-ad 24% - -
IPEI-N-his 16% 3/1 12

Nous observons que le greffage de résidus adareasiylla IPEI diminue le pouvoir complexant du
polymére cationique vis-a-vis d’un polyélectrolytégatif. Nous expliquons ce résultat par la forormatie
microgel physique issu d'une ségrégation de phasegyreffons adamantyle. Afin de trouver des cooialti
de formulation permettant de diminuer le phénonméormation de gels physiques, nous avons proaédé
une série de formulation a pH plus faible. Un tdexprotonation plus élevé de la chaine IPEI esireptg,
permettant d’augmenter la répulsion électrostatidas chaines et donc de limiter la formation du gel

physique.
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[I-3. 2 Formulation de polyplexes IPEI-N-ad 22% ou
24%/plasmide pTG11033 (9,5 kb), conduite dans le ta mpon
HEPES a pH=5

Les tests de complexation sont réalisés en solHIBRES, pH=5, pour les IPEI-N-ad 22 et 24%
pour une quantité massique de polymére entre Gfaca La figure 4-17 montre le résultat de I'analyse
électrophorétique pour des rapports polymére/pldsitw/w) compris entre 0.5 et 6.

pADN 0,5/1 1/1 3/1 /14 5/1 6/1

pADN 0,5/1 1/1 72/1 3/14/1° 5/1 6/1
w e S A A

Figure 4-17: Gel d’agarose électrophorétique des tests de glexation du plasmide pTG11033 (9,5 kb) par les
IPEI-N-ad 22% (a) et 24% (b) a différent ratio pahere/plasmide (w/w). Les polyplexes sont réaliséssddu
tampon HEPES 10 mM a pH=5.

Nous observons que cette formulation permet d’olesarne complexation totale du plasmide pour
le rapport polymére/plasmide (w/w) 6/1. Une forntidia en milieu acide, pH=5,5, permet d’augmentsr le
répulsions électrostatiques entre polyélectrolydesitifs et empéche la formation de gel physique. C
résultat intéressant permet de conclure que dam$oceulations, le résidu adamantane est probalieme

disponible pour la formation d'un complexe d’indhrsavec un dérivé de cyclodextrine (CD).
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[I-3. 3 Formulation de polyplexes IPEI-N-ad 22 ou
24%/plasmide pTG11033 (9,5 kb), conduite dans le ta mpon

HEPES a pH=5 et en présence de BCD

Nous faisons I'hypothese que lors d’'une formulatéorpH=>5, les unités adamatyle sont moins
impliqguées dans des interactions hydrophobes, rat disponibles pour effectuer des complexes d’siolu
avec des CD qui porteraient des fonctions de oibtaghfin de vérifier cette hypothése, nous avons eind
une seérie d’expérience de complexation de ’ADNcage la IPEI comportant des résidus adamantane, en
présence de cyclodextrine. Dans cette approchetéidus adamantane inclus dansBtayclodextrine
(BCD) deviennent hydrophiles, et les limitations $iéa la formation de gel physique discutées
précédemment sont alors éliminées.

La premiére série d’expérience est conduite ercefdat le complexe d’inclusion entre f&D et
'adamantane en premier lieu, puis I'on forme lefyplexes avec le plasmide pTG11033 possédanti®,5 k

(figure 4-18). L'ensemble des rapports utilisésrapporté dans le tableau 4-6).

OH):’H
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Figure 4-18: formulation des polyplexes IPEI-N-ad/plasmide erépence dg8CD. 1) formation du complexe
d’inclusion IPEI-N-ad/ACD, 2) formation du polyplexe IPEI-N-aggCD/plasmide, en tampon HEPES 10 mM a
pH=7,4
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Tableau 4-6: Tableau récapitulatif des compositions de polgpés a base de plasmide pTG11033 possédant 9,5 kp

(1pg), de IPEI-Ad-22% et un défay®CD formulé par complexe d’inclusion (ratio mol/mo(g), puis réalisation de

polyplexe (ratio w/w) (b). Les formulations de pplgxes sont réalisées dans un volume totale de {19k tampon
HEPES 10 mM & pH=7,4.

a Ratio IPEI-N-ad Quantité de IPEI-N-ad 22% Quantité d8CD
223-CD-POE mol de Ad
(mol/mol) (L) (rmol) (L9) (Lmol)
1/1 5,36 1,3*1G 14,8 1,3*10°
1/0,5 5,36 1,3*18 7.4 6,5*10°
1/0,25 5,36 1,3*18 3,7 3,3*10°
1/0,0625 5,36 1,3*10 0,9 8,1*10"
b
Ratio (IPEI-
N-ad Ratio molaire |P|r5n|(-)l|\l(-jaéd'\122% mohd
22/ADN adCD
oo B (Mg)  (umol) (umol)

4/1 1/1 4 5,4*1G 9,7*10°

4/1 1/0,5 4 5,4*108 9,7*10°

4/1 1/0,25 4 5,4*18 9,7*10°

4/1 1/0,0625 4 5,4*10 9,7*10°

5/1 1/1 5 6,7*1G 1,2*10°

5/1 1/0,5 5 6,7*18 1,2*10°

5/1 1/0,25 5 6,7*18 1,2*10°

5/1 1/0,0625 5 6,7*10 1,2*10°

8/1 1/1 8 1,1*10 1,9*10°

8/1 1/0,5 8 1,1*10 1,9*10°

8/1 1/0,25 8 1,119 1,9*10°

8/1 1/0,0625 8 1,1*16 1,9*10°

La figure 4-19a montre le résultat de I'analyse @lactrophorése de I'ensemble des polyplexes
réalisés a partir des formulations dont les contjpms sont rapportées dans le tableau 4-6. Nousroduss
que l'ajout deBCD ne semble pas réellement modifier les rappofts avpartir desquels la IPEI-N-ad 22%
complexe totalement ’ADN. Ceci montre que I'encoathent stérique du complexe d’inclusion ne perturbe
pas, ou peu, la formation du polyplexe. Ce résuyimet d'envisager I'utilisation d@CD portant des
fonctions de ciblage en face primaire, si ces @esnpossédent un faible encombrement stérique eficasit
cette étude ne démontre pas la localisation deplesws d'inclusion en périphérie du polyplexe, oe gst
indispensable pour une application de ciblage. Nmasmis conduit dans un deuxiéme temps une expérienc
de formation de polyplexe décoré par la CD.
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Ratio PEI-N-ad/ADN (w/w) ADN 4/1 5/1

Ratio ad/bCO 1/1  1/0,5 1/0,25 1/0,06 1/1  1/0,5 /0,25 1/0,06 1/1  1/0,
= £ -

| == e e =3

Puits

Ratio PEI-N-ad/ADN (w/

Ratio ad/pCl 12 1/1,1 1/0j14 1/0,07 /1,1 1/055 1/0,3 1/0,08  1/1f1

Figure 4-19: Gel d’agarose électrophorétique des tests de plexation du plasmide pTG11033 (9,5kb) par les IPEI
N-ad 22% avec I'ajout de IBCD avant la formation des polyplexes (a) et apr@$drmation des polyplexes (b), a
différent ratio polymére/plasmide (w/w) et résidadamantaneBfCD (n/n). Les polyplexes sont réalisés dans du
tampon HEPES 10 mM a pH=5.

La deuxieme série d’expérience est conduite ercteffi@t, dans un premier temps la formulation du
polyplexes, puis I8CD est ajoutée au polyplexe pour former des congglekinclusion entre IBCD, et les

résidus adamantyle localisés en surface du polgpiégure 4-20).
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Figure 4-20: formulation des polyplexes IPEI-N-ad/plasmide erépence dg8CD. 1) formation des polyplexes
IPEI-N-ad/plasmide, puis 2) formation du complexértlusion des résidus adamanty|@CD, en tampon HEPES 10

mM a pH=7,4

L’ensemble des rapports utilisés est rapporté dansableau 4-7, et présenté selon le ratio

polymére/plasmide et puis I'excés ou le défautyddodextrine par rapport aux fonctions adamant@ette

étude est conduite avec la IPEI-N-Ad-22% afin dlégaau mieux I'impact de complexes d’inclusion kur

formation de polyplexes.

Tableau 4-7: Tableau récapitulatif des compositions de polgpés a base de plasmide pGT11033 possédant 9,5 kb
(1pg), de IPEI-Ad-22% et un exces @ED. 1) Formulation des polyplexes polymére/plasmaldifférents ratio
(w/w), dans un volume totale de 190 ml de tamponRHES 10 mM a pH=7,4. 2) Formation des complexes dlirion
a différents ratios résidus adamantag®D (ratio molaire), a partir des polypexes

Ratio
IPEI-N- Ratio IPEI-N-ad 22 o
( ad molaire molde N  mol d’Ad Quantit¢ d8CD
22/ADN) | adpCD | (ng)  (umol)  (umol) (Hg)  (umol)
(w/w)
4/1 1/2 4 54*1G | 9,7*10° 22 2,0*10°
4/1 1/1,1 4 5,4*18 | 9,7*10° 12 1,1¥10°
4/1 1/0,14 4 5,4*18 | 9,7*10° 1,5 1,4*10°
4/1 1/0,07 4 5,4*18 | 9,7*10° 0,8 6,8*10°
5/1 1/1,1 5 6,718 | 1,2*10° 15 1,3*10°
5/1 1/0,55 5 6,718 | 1,2*10° 7.5 6,6*10°
5/1 1/0,3 5 6,718 | 1,2*10° 4,1 3,6*10°
5/1 1/0,08 5 6,718 | 1,2*10° 1,1 9,6*10"
8/1 1/1,1 8 1,1*19 | 1,9*10° 23,7 2,1*10°
8/1 1/0,55 8 1,1*10 | 1,9*10° 11,9 1,0*10°
8/1 1/0,3 8 1,1*19 | 1,9*10° 6,5 5,7*10°
8/1 1/0,02 8 1,1*10 | 1,9*10° 0,4 3,80*10"
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L'analyse électrophorétique de cette deuxieme s@figpire 4-19b) permet d’observer qu’'une
complexation totale de 'ADN est obtenue lorsque tapports (w/w) polymere/plasmide dépassent 8/1.
Cette amélioration de la complexation par rapporpetocole précédent met en évidence l'intér&odter
la BCD apres formulation du polyplexe. Des expérienm@splémentaires sont & mené notamment pour
démontrer la complexation IPEI-N-8@D. La faible quantité de plasmide ne permet pasdilder les
technique classique dans le domaine, telle queMal RROESY ou DOSY) mais une étude du potentiel z

pourrait apporter des données qualitatives sue cethplexation.

[1-3. 4 Conclusion

Le greffage de résidus adamantyle sur la IPEI n&ohp pas la formation de complexe avec le
plasmide pTG11033 (9,5kb), tant que le taux defagef est faible. Au-dela d'une certaine valeur, la
formation de domaine hydrophobe est observée dtelila formation des polyplexes. Dans certaines
conditions, les fonctions adamantane semblent dibf@s pour former des complexes d’inclusion awec |
BCD. De plus amples caractérisations sont a coagwiur le démonter de facon indubitable, en utitiskes
techniques nécessitant peu de produit a analyseiteiis, la décoration de polyplexes par des Cilapb
des fonctions de ciblage semble étre une appradin@ngement prometteuse pour obtenir des assemblages

supramoléculaire concentrique, avec I'’ADN protég&antre, et les fonctions de ciblage en périphérie

III - Formulation des complexes IPEI-N-his/ADN pour la

transfection in vivo

Nous avons décrit dans le premier chapitre I'imgioce du diamétre moyen des particules, a
atteindre pour obtenir une bonne qualité de tratisie Nous avons vu dans les paragraphes préstdeat
celui-ci peut étre facilement atteint si I'on trdke en solution diluée, afin d’obtenir des formiiteas
utilisables dans le domaine vitro et in vivo. Lors d’expériences de transfectionvitro, la quantité de
plasmide utilisée est de 7,5 ug ; ce qui est tregffisant pour des transfectiomvivo. Lors d'une injection
de plasmide dans les souris, la quantité utilistede 50 pug, dans un volume de 200 ul de solugony
obtenir une détection du transfert et éviter dgections successives. A cette forte concentration e
plasmide, nous pouvons aisément calculer que lg&ed se recouvrent, entrainant lors de la formaté
polyplexes des agrégats de diametre moyen éleveO(¥tn) incompatibles avec les expériences de
transfection. Nous reportons dans ce paragraphexfgériences préliminaires de formulations du pldem

pTG11033 (9,5kb) de facon a obtenir de faibles diags moyens de particule, en concentration éldwge.
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polymére utilisé est la IPEI-N-his 16%, qui esthon compromis entre la toxicité et les performardes

transfection (expériences discutées dans le patagrsuivant).

ITI-1 - Evolution du diamétre moyen des polyplexes en fonction
de la concentration de plasmide pour un rapport ADN/LPEI-N-His de
6/1 (w/w)

Pour cette étude, nous avons dilué une quantitésante d’'une solution concentrée de plasmide
pTG11033 (9,5 kb) dans 100 pL de tampon HEPES (Y0, pH =7,4). La quantité d’ADN varie entre 5 ug
et 25 pg. Une solution de IPEI-N-his 16 % y esut§e de facon & garder le rapport polymére/plasmide
constant (w/w=6/1). Le volume final est fixé a 1A0. Le tableau 4-8 présente les formulations des
polyplexes IPEI-N-his 16% (au ratio w/w= 6/1) pdiifférentes quantités d’ADN utilisées. Les diametre

sont obtenus par diffusion de la lumiere dynamique.

Tableau 4-8Diamétres de polyplexes (par diffusion de la ére dynamique) formulés a partir de IPEI-N-his
16%/ADN au ratio w/w=6/1 pour différentes quantitédsADN dans 190 pl de solution HEPES. ([plasmidgh.e =

1mg/mL)
o Quantitté
Exp Quantite IPEI-N-his | Diamétre (nm)
ADN (ug)
(H9)

1 5 30 355 +35

2 7.5 45 350 + 37

3 10 60 960 + 165

4 25 150 1005 + 200

La concentration croissante du plasmide en soludars le tampon HEPES a pH=7,4 augmente les
diamétres moyens des particules de polyplexes farikéus interprétons ce résultat par le passage d'u
régime dilué a un régime semi-dilué. Ce résultatfiome la nécessité de modifier les protocoles de
préparation de polyplexe lorsque I'applicatinrvivo est concernée.

Pour diminuer le diametre moyen des particules dlieum concentré, nous allons évaluer
'importance de différents parametres sur ce dieen&ans un premier temps, nous allons procédétuale
de I'évaporation de solvant aprés formulation egimé dilué afin d’atteindre les concentrations artipule

et en plasmide nécessaires.
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ITI-2 - Formulation de polyplexes conduite a différentes

concentrations de solution initiale de polymeére et de plasmide

Le tableau 4-9 présente la formulation des polygselPEI-N-his 16%, au ratio en poids w/w=6/1
dans différents volumes de solution HEPES 10mM a7l Typiguement, une solution de 25 ug d’ADN
est diluée dans un tampon, et mélangée a unemoldiluée de polymere. Pour garder la concentrat@®n
'HEPES a 10mM, de I'eau milliQ est ajoutée a desa solutions. Nous analysons dans cette étutfetl’e
de la dilution des macromolécules, dans les saistinitiales, sur le diametre moyen des nanopaescu

obtenues. La taille de référence pour cette étgtielee 1005 nm, polyplexe formé dans 190 ul de isplut
HEPES pH=7,4 (tableau 4-8, exp4).

Tableau 4-9: Diameétres (par diffusion de la lumiére dynamigude formulation de polyplexes IPEI-N-his
16%/ADN au ratio w/w=6/1 pour différents volumes delution HEPES. (mpn=25 uQ)

Quantité ADN Volume de sol.1 Sol.2 Vol g0 + Vol
Exp (ug) d’ADN + H,O [IPEI-N-his] | VOlampon!PEI-N- total Diamétre (nm)
HY ajouté (ul) (mg/ml) his (ul) (ul)
1 25 100 0,667 45+ 45 de 190 | 1005 200
tampon
2 25 325 1 150 +150de | 455 730 + 90
tampon
150 + 150 de
3 25 325+ 1,1 ml kO 1 tampon + 1,05 m| 2775 115+ 50
H,O
150 + 150 de
4 25 325+ 1,1 ml kO 1 tampon + 2,7 ml| 6170 30 (£ 16) -
H,0 380 (+ 85)

Nous observons que la dilution des macromolécides tes solutions soll et sol2 avant formulation
entraine une diminution du diametre moyen des pexgs formés. Cette observation est en accord avec

I'hypothése de régime semi-dilué pour le plasmatsdue les quantités impliquées augmentent.

Le volume maximal d’'injection dans les souris é@@t200ul, les solutions des polyplexes formés
du tableau 4-9, sont évaporées a sec avec un sgeddvpoudre formée est récupérée et resolubitiaés
200ul d'eau milliQ pour garder la concentrationHBPES de 10 mM. Cette solution est passée en wiffus
de lumiere dynamique pour déterminer les taillesaamplexes IPEI-N-his/ADN. Ces diametres n'ayad p
pu étre déterminés au zétasizer, un test de daEaDN est réalisé. Le dosage en plasmide deliatisn
montre qu’elle ne contient plus de polyplexe. Lemplexes IPEI-N-his/plasmide doivent étre adsodugs

les parois en PE du contenant, ou non dissousapééale remise en solution. Afin d’'améliorer cetqeole,
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d’autres essais d'évaporation du soluté sont éslésec un lyophilisateur et le speedvac en uiilisa

flaconnage a paroi en verre.

ITI-3 - Formulation de polyplexes en milieu dilué, suivi d'une

reconcentration par évaporation

L'expérience 3 présentée dans le tableau 4-9 pedfobtenir des diametres moyens de particules
plus petits que ceux obtenus pour les autres expErs. Elle est la référence de la présente éilgll de
plasmide (1ug/mL) sont dilués dans 325 mL de solution HEPES() puis I'on ajoute 1,1 mL d’eau.
Parallelement, 150 pg de polymére sont dissous 8@@siL de tampon HEPES (10 mM) puis 1,05 mL
d’'eau est ajoutés a cette solution. Les deux swlsitsont mélangées de facon a former les polypléges
faible diameétre moyen. L’ajout de sel pour certaiformulations est effectué 30 min. apres formaties
polyplexes. Nous évaluons ensuite différents présdubur permettre la concentration de ces polyplexe
puis leur re-dissolution & une concentration typigle ce qui est nécessaire d’'injecter dans unéssoour
pouvoir évaluer le pouvoir transfectant de ces tdations. Deux méthodes de concentration des [glgp
sont évaluées : le lyophilisateur ou le speedvagaudre obtenue est resolubilisé avec de I'eaiQpbur
garder constante la concentration en HEPES (10roM)en sel initial (150mM). Le tableau 4-10 regreup

les données concernant la formulation des polyglexgsi que leur caractérisation par DDL.

Tableau 4-10: Influence de méthodes de concentration sur urmgrhiulation de polyplexes IPEI-N-his 16%/ADN au
ratio w/w=6/1 conduisant & une concentration de 2§ de plasmide 9,5kb dans 2,775 pl d’eau milliQ temant
10mM d’HEPES.

diamétre diamétre apres
Exp Présence de se avant Méthode évaporation
[NaCl]=0,5M évaporation d’évaporation
(nm)
(nm)
1 Non 110 - -
2 Non 110 Speedvac -tube n.d.*
en verre
3 Non 110 Lyophilisateur 895 + 90
Speedvac -tube
4 Non 110 en verre - reste n.d.*
200 pl
5 Oui, aprés 30mir] 130 - n.d.*
6 Oui, aprés 30 130 Speedvac -tube nd.*
min en verre
7 Oui, ;?ges 30 130 Lyophilisateur n.d*
Speedvac -tube
8 Oui, aprés 30min 130 en verre - reste n.d.*
200 ul

* n.d. : non déterminable
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Apres solubilisation des poudres de polyplexes)eséa méthode de la lyophilisation permet
d’'accéder a un diamétre de particules (894 nm)s malus élevé que le diameétre initial (110 nm). dlou
faisons I'hypothése d’'une coalescence des polypleanduisant a des objets de grand diamétre, non
utilisable pour une application de type transfegt gene. Nous pouvons extrapoler sur le fait qu'une

élimination totale du solvant est néfaste a la eoration du caractére nano particulaire de NnosesIspNS.

III-4 - Concentration de polyplexes par filtration sous

centrifugation

Nous avons observé que la technique d’évaporatitatet ne permet pas de maintenir un diametre
moyen de polyplexes proche de 100 nm lorsque hadtation est conduite en milieu dilué. Nous propeso
dans ce paragraphe d’évaluer une méthode de coaitemtdes polyplexes par filtration. L'expériergeu
tableau 4-9 a montré qu'un volume de 2,775 ml detisn, permet d'obtenir un diametre moyen de
particule de 115 nm pour les complexes IPEI-N-HXEWNw/w=6/1).

25 ou 100 pL de plasmide (1 pg/mL) sont dilués dz2ts mL de solution HEPES (10 mM) puis
ajustés a 1425 pL par de I'eau MilliQ. Paralléleméd0 pg ou 600pg de polymére sont dissous dabis 15
pL ou 600 pL de tampon HEPES (10 mM) puis ajusi®30 puL par de I'eau milliQ. Les deux solutions
sont mélangées de fagon a former les polyplexefaike diamétre moyen. Les suspensions sont placées
dans Falcon équipé d'un filtre 0,05um, puis cemgiifes a 4000g durant 15 min. Environ 200 pul detisolu
de complexe sont récupérés apres filtration dafilirks et analysés (tableau 4-11). Nous avonsntépdans

ce tableau les caractéristiques de diamétre moygradicules et de potentiehvant et aprés filtration.

Tableau 4-11: Influence d’une filtration de formulation de plyplexes IPEI-N-his 16%/ADN au ratio w/w=6/1 pour
différentes concentrations en ADN ([plasmidgli.=1ug/ml) obtenu dans 2,775 pL d’eau milliQ contenah0 mM

d’'HEPES)
m [IPEI- | Volume tampon de Ig Diametre Dlam?tre
. : . Volume avant 4 apres {
Exp | plasmide | N-his] solution de IPEI-N- L (ml filtrati fltrati
(1) (mg/ml) his (ul) total (ml) iltration | (mV) iltration | (mV)
(nm) (nm)
150 + 150 de tampor
1 25 1 +1.05ml HO 2,775 115+36| 4+1 310+ 90 -4 41
600 + 600 de tampor 11 5
2 100 1 + 150 pul HO 2,775 187 +21 +05 175+ 35 £05

L’analyse des formulations avant filtration estaeeord avec les résultats déja décrits, une augtiemides

concentrations de formulation entraine une augrtientales diametres moyens des particules. L'étape d

filtration conduit a des particules de diametre emyinférieur & 400 nm. De fagon surprenante, la
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formulation conduite en milieu concentrée est stablors qu’une coalescence est observée par les
polyplexes en milieu dilué. Ce résultat encourageanrait étre vérifié plusieurs fois afin d’égenfirmé.
Toutefois, nous pouvons conclure que la filtratisinla concentration finale est maitrisée, est mé¢hode

pertinente de concentration des polyplexes.

ITI-5 - Influence du pH sur la formulation de polyplexes a base

de IPEI-N-His en fonction du milieu de préparation

Afin de rendre compte des conditions possibledodeulation pour des essais de transfeciion
vitro, nous avons étudié I'influence du pH de formulatmur trois milieux communément utilisés. Les pH
sont compris entre 4 et 7,4, ce qui permet de neodal fraction d’'unité éthylénimine sous une forme
cationisée. L'expérience de référence décrite dariableau 4-8 (paragraphe lll-1) permet de généesr
polyplexes de diamétre moyen égal a 350 nm, endarkiiEPES 10 mM a pH=7,4.

Le tableau 4-12 présente les diameétres des corplE3EI-N-his/ADN formulés a partie d’une
solution initiale de 7,5 pg de plasmide dilué da@® pL de solution HEPES (10mM), glucose 5% ou
HEPES (10 mM) + glucose 5%. Parallelement, 45 ggaymeére sont mis en solution dans 90 pL des
mémes solutions. Les deux solutions sont ensuitengées, puis le diametre moyen est déterminé.

L’ensemble des résultats est rapporté dans leataldlel 2.

Tableau 4-12 Influence du pH de formulation sur les caractétiques (diametre moyen) des polyplexes a base de
IPEI-N-his 16 et du plasmide pTG11033 (9,5kb), aatio w/w=6/1 (7,5 pug de plasmide ([plasmide]inigsll mg/mi
sont dissous dans 100 pl de tampon HEPES 10 mMpd5le polymeére (1ug/pl) sont disous dans 90 pl @apon

HEPES 10 mM.
Expérience Tampon utilisé pH Diamétre (nm)
1 7,4 223 + 37
2 HEPES 7 233+ 20
3 10 mM 6 80 + 39
4 5 42 +31
5 7,4 570 + 63
6 5% glucose 6,5 371+71
7 5,25 92 +33
8 7,4 176455 - 594+200*
9 HEPES 7 151480 - 594+250 *
10 10 mM + 5% glucose 6 20+£10-113+45*
11 5 198 + 60

* deux populations

Quelque soit le milieu dans lequel les polyplexast préparés, nous observons une diminution du

diametre moyen des polyplexes avec le pH. Cettergagon est en accord avec 'augmentation du thux
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protonation des motifs éthylenimine en fonctionlalediminution du pH. L'utilisation du milieu HEPES
(10mM) permet d’obtenir des particules de diam@tférieur a celui obtenu en milieu glucose. Cecnin®
l'intérét du milieu tamponné, notamment au pH=Td.mélange glucose-HEPES, conduit & des variations
de diametre moyen de polyplexe en fonction du pHadeulation difficilement interprétables. Certasne
formulations entrainent la formation de deux faasiltle nanoparticules dont les compositions rekativent

pu étre déterminées.

III-6 - Conclusion des études de formulation

Nous avons mis au point différentes formulationsmagtant d’obtenir des polyplexes de diamétre
moyen et de potentig] compatibles avec les exigences répertoriées paiexrigériences de transfert de
gene. Toutefois, un travail reste a améliorer gmurvoir formuler les polyplexes en milieu concerdfin
d’obtenir des solutions permettant des expériedeesansfert de géria vivo. Des études dans ce sens ont
déja été entamées dans des équipes avec lesqueliescollaborons. Les formulations obtenues dans ce

chapitre vont étre testées pour des expérienctamsfert de genia vivo sur différentes lignées cellulaires.

IV - Transfection in vitro

Dans ce dernier paragraphe, nous allons présesgerébultats des expériences préliminaires de
transfection menées sur les polymeres synthétiads t& chapitre 3. La formulation des polyplexes es
conduite de facon standard. Typiquement, 7,5 pglagmide dans 100 pL de tampon HEPES (pH=7,4) sont
mélangés avec 45 ug de polymére dissous dans @@ gdmpon HEPES, puis le mélange est dilué a 1,5 ml
par du milieu de culture contenant 10% de sérunprotcole se rapproche des expériences de foriomlat
conduites dans le précédent paragraphe, permeftaitenir des diamétres moyens de particules campri

entre 100 et 400 nm.
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IV-1 - Transfection de cellules HeLa a partir de polyplexes
formulés avec la Poly(éthylénimine-co-éthylénimine-N-éthylamide-

N-2(3(3H-imidazol-4-yl) propanoique acide) linéaire (IPEI-N-his)

Ce paragraphe regroupe les tests de la transfdativitro conduits sur les cellules HeLa par des

polyplexes formulés avec la IPEI-N-his (figure 4-21

"
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Figure 4-21: Exemple de structure de la IPEI-N-histidine %86

Les tests sont initialement conduits sur deux sat@ssiques polymere/plasmide égale a 3/1 et 6/1
sur les cellules Hela. La figure (4-22) rapporte fésultats de transfection pour des greffagegsdus L-
histidine compris entre 0 et 67%. La référencele@$PEl, Mn [ 22000 g.mot, précurseur des différentes
IPEI-N-his. Le signal RLU de la IPEI 22000 g.mast de 4.10RLU/mg de protéine.
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Figure 4-22: La transfection des cellules HeLa a été effeatudvec le plasmide pTG11033 (ou pCMV-Luc)
complexée avec IPEI-N-his en fonction de la fraati@en L-histidine-N-acryloyle (de 0% a de 67%). Liepports
polymere/plasmide (w/w) sont de 3/1 (violet) et(Bkdeau).

La figure 4-22 rapporte que I'efficacité de trawfon des cellules HelLa est améliorée lorsque la L
histidine est présente sur le vecteur cationigeqylau taux de modification de 16 %. Cette obs@matent
pour les deux ratios massiques examinés. Enswtee efficacité de transfection diminue pour deweni
inefficace pour les IPEI-N-his 32% et 67%. Le gghrd a démontré que la IPEI-N-his 67% ne compbese
I'ADN, il est méme surprenant d'obtenir un signaerbiron 1.1 RLU/mg de protéine, qui est
probablement équivalent au résultat qui seraitrabggar une transfection avec de I’ADN seul. Pouat®
polymére/plasmide 6/1 (w/w), la IPEI-N-his 2% donne résultat surprenant par rapport au ratio de

transfection 3/1 dont I'origine n’est pas idengfié

Nous avons remarqué dans le paragraphe précédetiotention de polyplexes de petit diamétre
est difficile & obtenir. La figure 4-23 montre larclation entre I'efficacité de transfection dglules HelLa
et le diametre des polyplexes utilisés pour cexeéeence. Une augmentation de la fraction d’unités
éthylenimine modifiées par la L-Histidine-N-acryley entraine une augmentation du diametre des
complexes, ce qui diminue I'efficacité du transfdgtgene a partir de la fraction de 22%.
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Figure 4-23: La transfection des cellules HelLa a été effectugivec le plasmide pTG11033 (9,5 kb) complexée avec
IPEI-N-his en fonction de la fraction en L-histidie-N-acryloyle (de 0% a de 67%). Le rapport polyniplesmide
(w/w) est de 6/1, (la mesure des diameétres de palgiest déterminée par DDL)

Cette amélioration de transfection peut étre exgigpar un « effet éponge a protons » accru expjqu la
présence de résidus imidazole sur la IPEI-N-his.d&la de 22 %, l'efficacité de transfection peut ét
expliquée par une faible complexation du plasmid@ar des diamétres moyens de polyplexes élevés. Po
discriminer les deux effets, une étude systématéapseconditions de formulation avec la IPEI-N-h2&s%

devrait étre effectué afin d’obtenir des polyplegedaible diamétre pouvant étre utilisés en trectsin.

IV-2 - Transfection de cellules C2C12 a partir de polyplexes
formulés avec la Poly(éthylénimine-co-éthylénimine-N-éthylamide-N-

2-amino-5-carbominidamidopentanoique acide) linéaire (IPEI-N-arg)

Nous avons indiqué précédemment que des oligomieesype oligoarginine ont montré une
capacité de ciblage vis-a-vis de cellules muscaesdisses. Nous avons postulé que la modificateola dPEI
par des résidus L-arginine pouvait améliorer lagfaction de cellules C2C12, modétevitro de cellules
musculaires lisses. Deux références sont proposésayoir la IPEI-N-His 16% pour le polymere, e le
transfections sur cellules HeLa sont proposéeseide comparaison. La figure 4-24 rapporte I'emse
des résultats obtenus pour différents rapports imass polymere/plasmide, et la figure 4.25 la stmecde
IPEI-N-arg 14%.
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Figure 4-24: La transfection des cellules HelLa (en bleu) e2C12 (en marron) a été effectuée avec le plasmide
pTG11033 (9,5 kb) complexée avec IPEI-N-his 16%estIPEI-N-arg 14 et 21%. Les rapports polymérekpizde
(w/w) indiqués entre parenthése sont de 3/1 et 6/1.
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Figure 4-25: Structure de la IPEI-N-arg 21%

Quel que soit le ratio utilisé pour former les ddxes (3/1 ou 6/1) et les cellules utilisées,IIREI-N-arg

ont une efficacité de transfection inférieure allecebtenue avec la IPEI-N-his 16%. Toutefois, st e
intéressant de constater que les vecteurs IPEIsNeh IPEI-N-arg transfectent mieux les cellules
musculaires C2C12 que les cellules HelLa. Ce réslalisse envisager une application dans le domaine

thérapeutique de transfert géne dans le cadraidentient de myopathes.
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IV-4 - Transfection de cellules C2C12 a partir de polyplexes
formulés avec la Poly(éthylénimine-co-éthylénimine-N-éthylamide-N-
2(3(3H-imidazol-4-yl) propanoique acide-co-éthylénimine-N-
éthylamide-N-2-amino-5-carbominidamidopentanoique acide) linéaire

(IPEI-N-his-N-arg)

Une étude de transfection est aussi réalisée pesicaimplexes formulés avec la IPEI-N-his23%-N-
arg 13%, sur des cellules musculaires C2C12 pariuéw I'intérét de greffer deux acides aminés denea
différente sur la IPEI (figure 4-26). L'effet épan@ protons serait conjugué a l'action de ciblag@oeée
par les résidus arginine. De plus, les groupengudsidine sous la forme guanidium au pH de fornandat
permettent d’améliorer le pouvoir de complexationvecteur cationiqgue. Nous remargquons que ce nouvea
polymere, au ratio 4/1, donnent les mémes résujtada IPEI-N-his 16% (a un ratio plus faible d&)3La
présence de la L-arginine-N-acryloyle sur le IPENN semble améliorer le transfert de plasmide aetppr
(pTG11033 (9,5 kb) ou pCMV-luc) dans les cellulex>T2.
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Figure 4-26: La transfection des cellules C2C12 a été efféaiavec le plasmide pTG11033 (9,5 kb) complexée ave
IPEI-N-his 16%, les IPEI-N-arg 14 et 21% et la IPEN-his21%-N-13,5%. Le rapport polymére/plasmide\fivsont
de 3/1 et 6/1 (IPEI-N-his et IPEI-N-arg) et de 2ét 4/1 pour la IPEI-N-his 21%-N-arg 13,5%.
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V - Conclusion

Dans ce chapitre, I'aspect physico-chimie des nauxevecteurs (seul ou complexés au plasmide)
est discuté. Ces tests de solubilité et de molélieétrophorétiques des polymeres ont mis en éweldém
caractére polyamphotéere caractérisé par un pHest@le apparent, situé dans la zone de turbidité d
vecteur. L'étude de la solubilité et la densitéctlarge des polyméres, sont des parameétres impgubant
comprendre le comportement des vecteurs en solwiosi que lors de leur formulation avec le plaami
Une forte densité de charge apporte une meilleoraplexation du plasmide, et permet d'obtenir des
polyplexes de petit diametre. Il faut aussi signglee la formulation des complexes polymére/plasnodie
un réle important sur le diametre des nanoparticule

La derniére partie de ce chapitre étudie leur dapde transfectioin vitro des polyplexes, sur les
cellules cancéreuses Hela et musculaires C2C12.rdsmdtats montrent que les IPEI-N-ad complexent
faiblement I'ADN, et que la présence de cyclodewdsi ne perturbe pas la complexation de la IPEI-Nead
le plasmide.

Les IPEI-N-arginine complexent ’ADN dés le ratie &/1, mais la transfection des complexes formanés

ces polyméres n’apporte pas de meilleurs résuttatisro que la IPEI-N-his.

La IPEI-N-histidine, donne de trés bons résultatsransfection par rapport a la IPElI non modifiéadt
IPEI-N-arginine. L'efficacité de transfection maxate pour ce nouveau polymére est atteinte pour des
fractions d’El modifiées par la L-histidine-N-acoyle de 11% et 16%. Ce résultat est expliqué par u
pouvoir tampon supérieur a celui de la IPEI, déméodans les expériences de titration.

Des tests de cytotoxicité ont été réalisés sutR&$-N-his montrant que ces vecteurs sont moins

toxiques que la IPEI. Le taux de modification estilline influe sur la cytotoxicité des polyplexes.
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Conclusion
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L'objectif de ce travail était de synthétiser deuweaux vecteurs cationigues a base de
poly(éthylenimine) linéaire (IPEI), capables de ptemer 'ADN et de transfecter les celluliesvitro.

Les vecteurs synthétiques réalisés dans ce trar@riennent de la modification de la IPEI 22000
g.mol’, venant de I'hydrolyse acide de la poly(2-éthylex@zoline) 50000 g.mdl La stratégie initiale de
ce travail était de modifier la IPEI par différemtmolécules comme la L-histidine, connu pour amétio
I'efficacité de vecteurs cationiques utilisés eansifection. La stratégie élaborée est de modifeenihe
primaire de la L-histidine par le chlorure d’acylie, pour ensuite fixer ce synthon par réactiorMiehaél
sur les amines secondaires de la IPEI. Des étyg@®fandies ont permis d'identifier les parameétdes
synthéses (mécanismes, temps et pH de réactiomcewtation des produits) pour obtenir le taux de
modification souhaité avec le meilleur contrble gibke de la réaction. Les études physico-chimiqieeses
polyméres, ainsi que les polyplexes polymeres/ADNNLIés, ont permis d'estimer I'efficacité tampoa d
ces nouveaux polymeres, et leur comportement @snsoinditions physiologiques de transfection.

Apres la mise au point des paramétres de la réadgoMichaél, d’autres synthons (la L-histidine myé
ester, le 1-adamantane méthylamine et la L-argironé aussi été greffés a la IPEI. Les polymérdsequ
résultent ont été caractérisés en termes de stdubil de mobilité électrophorétique, et les rigsisont
confortés a ceux obtenus avec la IPEI-N-his.

Toutes ces molécules ont été testées en transfeotiagtro, sur des cellules HeLa et C2C12. D’apres les
résultats obtenus, la IPEI-N-his 16% permet d’cib@rmeilleure efficacité de transfection des aiels.

Les résultats présentés dans ce travail ouvrenbdeelles perspectives permettant d’envisager des
ameéliorations d’efficacité de transfection de cédimille de polymére. La mise au point d’'une prttecde
la fonction imidazole de la L-histidine-N-acryloytermettrait de s’affranchir de ’'homocondensatienla
L-histidine-N-acryloyle mise en évidence dans ewdil. La stabilité des vecteurs, en fonction de lmode
de concervation est aussi un objet d’étude pamdi@rnent imortant pour I'application en thérapiaigée.
L’étude physico-chimique des IPEl-ad a mis en éweedes comportements d’autoassociation intéressant
gu’il serait intéressant d’approfondir, notammemtétudiant le paramétre de concentration. Toutefass
avons démontré l'accessibilité de la fonction adatarae, greffée a la IPEI, par D, ce qui ouvre une
perspective tout a fait pationante de ciblage. rErdies résultats non discutés dans ce présenil toanta
montré I'intérét des IPEI-N-his pour des essaisgralesfertin vivo. La toxicité de ces vecteurs, en fonction de
la formulation devra étre évaluée sur des souoigr pouvoir poursuivre le développement de cettevelte

famille de polymere.
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Annexe 1 : Spectre ESI-MS, RMN 13C, COSY et ROESY

de certains polymeéres

I - Spectres ESI-MS de la L-histidine Me-N-acryloyle
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Figure 1: Spectre ESI-MS de la L-histidine méthyl ester-Nrgloyle dans le méthanol ([EB71a]= 1.f0nol.L™)

Ce spectre ESI-MS de la L-histidine-N-acryloyle réstlisé apres un stockage de 3 ans au réfrigérditeu
met en évidence quatre pics a m/z 224,10 uma, @46y, 669,90 uma et 893,00 uma attribués a la L-
histidine-N-acryloyle méthyle ester seule ou pohaensée, respectivement en proton. Les pics a®18,8

uma et 741,90 uma sont attribués aux moléculesermges dégradées.
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II - Spectres RMN 13C de la IPEI-N-his Me 19%
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40 ppm

Spectre RMN*C de la IPEI-N-his Me (EB019a) dans f» pH=7 & 25°C, ([EB019a] 200 mg/m|
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IIT - Spectres RMN COSY de la IPEI-N-arg
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Figure 3: Spectre RMN'H COSY de la IPEI-N-arg (EB143a) dans D pH=7 & 25°C ([EB143a] 20 mg/ml)

IV - Spectres RMN 13C de la IPEI-O-ad
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Figure 4 : Spectre RMN“C de la IPEI-O-ad (EB007d) dans CDgA 25°C, ([EB007d] 200 mg/ml)
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Résumeé

La thérapie génique est une approche thérapeytigpesant d'utiliser des acides nucléiques (ADN,
ARN, oligonucléotides) comme médicament. Les pohylé&nimine)s linéaire (IPEI) et branchée (bPERtso
des vecteurs de références pour le transfert desgdans le domaines des polyméres cationiquebjelctf
de ces travaux est de modifier la IPEI par desvdsride la L-histidine-N-acryloyle, la L-arginine-N-
acryloyle ou le 1-adamantane méthylamine-N-acrgoyn utilisant la réaction de Michaél. Les études
physico-chimiques de ces polymeres mettent en ge@de comportement de ces vecteurs en solution
agueuse et tamponnée, dont les effets peuvent areiinfluence non négligeable sur la complexatien
I’ADN et le transfert de gene. La poly(éthylenimino-éthylenimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-
yl) propionate de sodium) (IPEI-N-his) comportart & 20% de greffons histidine a permis d'obtenir
d’excellents résultats en transfectionvitro. Ces polymeres ont montrés une tres faible cyictéxsur les

différentes lignées cellulaires utilisées poureétude.

Mots-clés : IPEI, histidine-N-acryloyle, polyplexe, transfeg dénes, thérapie génique

Abstract

Gene therapy is a therapeutic approach aimingtietdacing corrective genetic materials into a cell
in order to alleviate the symptoms of a disease. liffear (IPEl) and branched (bPEI) poly(ethyleme)iare
the gold standard among the polymeric vectors.dilmeof this work is to modify the IPEI by N-acrylely-
histidine, N-acryloyl-L-arginine and N-acryloyl-ldamantane methylamine residue using the Michael
reaction to improve the transfection efficiencyoationic polymers. The physicochemical studieshese
polymers are undertaken in aqueous and bufferienljtand a higher buffering property of these p@ys
is emphasized. The polyplexes formation is fountganfluenced by the behaviour of the macromokesul
in the buffer solution. Transfection experiments eonductedh vitro, His-IPEI bearing 10 to 20% histidine
residues allowed remarkable transfection efficielfap to 95%) compared to unmodified IPEl. More

remarkably, this new kind of cationic polymers sledwery low cytotoxicity on cell lines.

Keywords : IPEI, N-acryloyl-histidine, nanoparticules, genanisfert
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