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Liste des Abréviations 

3T3 :    Fibroblastes de souris 

ζ :    Potentiel zêta 

A 

a :    Facteur de forme 

ad :    adamantane 

ad-N-acryl :   1-adamantane méthylamine-N-acryloyle 

ADN :    Acide désoxyribonucléique 

ARN :     Acide ribonucléique 

ARNm :    Acide ribonucléique messager 

ASGPR :   Récepteur à galactose 

B 

BET :    Bromure d’éthylium     

BHK-21 :   Cellules de reins de hamster doré 

bPEI :    Poly(éthylènimine) branchée 

BNL CL2 :   Cellules embryonnaires de foie de souris 

C 

C17.2 :    Cellules progénitrices neurales de souris 

C2C12 :   Cellules musculaires squelettiques de souris (myoblastes) 

CD :    Cyclodextrines 

Cellule 293T :   Cellules embryonnaires de rein humain 

CES ou SEC :   Chromatographie d’exclusion stérique 

CHO-K1 :   Cellules ovariennes d’hamster chinois 

Cmc :    Concentration micellaire critique 

Cyt c :    Protéine cytochromr c 

D 

DLS :    dynamic light scattering 

DMF :    Diméthylformamide 

DMSO :   Diméthylsulfoxide 

dn/dc :    Variation d’Indice de réfraction en fonction de la concentration en soluté 

DPn : Degrés de polymérisation  

DRI :    Détecteur réfractométrique différentiel 

E 

EDTA :    Acide éthylène diamine tétra acétique 

EI :    Ethylènimine 
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éq :    Equivalent 

ESI-MS :   spectrométrie de masse (électrospray) 

ET3N :    Triéthylamine 

 

G 

GAGs :    Glycoaminoglycans 

H 

HEK293 :   Cellules embryonnaires de rein humain 

HeLa :    Cellules cancéreuses d’utérus humain 

HepG2 :   Cellules de carcinome hépatocellulaire humaines 

HEPES :   Acide 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineéthanesulfonique 

his-N-acryl :   Histidine-N-acryloyle 

I 

Ip :    Indice de polymolécularité 

K 

K :    Coefficients de MHS (Mark-Houwink-Sakura) 

k :    Constance de vitesse 

L 

LiNO3 :    Nitrate de lithium 

lPEI :    Poly(éthylènimine) linéaire 

lPEI-N-ad : Poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-1-adamantane 

méthylamine) 

lPEI-N-arg : Poly (éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2-amino-5-

carbamimidamidopentanoïque acide) 

lPEI-N-his : Poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-yl) 

propionate de sodium) 

lPEI-N-his Me : Poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-yl) 

propanoate méthyle ester) 

lPEI-N-his Me-N-ad : Poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-yl) 

propanoate méthyle ester)-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-1-adamantane 

méthylamine) 

lPEI-N-his-N-ad : Poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-yl) 

propanoïque acide)-co- éthylènimine-N-éthylamide-N-1-adamantane 

méthylamine) 
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lPEI-N-his-N-arg : Poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-yl) 

propanoïque acide-co-EthylènImine-N-éthylamide-N-2-amino-5-

carbamimidamidopentanoïque acide) 

lPEI-O-ad: Poly(éthylènimine-co- éthylènimine-N-éthyle ester-O-1-adamantane 

éthanol) 

M 

MDA-MB-231 :  Cellules d’adénocarcinome du sein humaines 

nM  :    Masse molaire moyenne en nombre 

wM  :    Masse molaire moyenne en poids 

N 

N/P :  ratio Azote/Phosphate 

Neuro2A:  Cellules du neuroblastome de souris 

NLS :     Nucléar Localisation Signal 

NT2 :  Cellules de carcinome embryonnaire du testicule humain 

P 

PBS :     Tampon phosphate salin 

pCMV-Luc :   Plasmide CMV codant pour la luciférase ou pTG11033 

PCS :    Photon Correlation Spectroscopy 

PEI :    Poly(éthylènimine) 

PEtOX :  Poly(2-éthyle-2-oxazoline) 

pHi :  potentiel hydrogène isoélectrique 

PI :  Point isoélectrique 

PIPE :    Tampon pipérazine-N, N'-bis (2-éthanesulfonique 

R 

Rh :  Rayon hydrodynamique 

RLU :  signal de transfection 

RMN :  Résonance magnétique nucléaire 

S 

SKOV-3:  Cellules d’adénocarcinome ovarien humain 

Spermine-N-his :  Spermine-N-histidine 

siARN :  Small interferring ARN 

T 

TEB :  Tampon tris borate EDTA 

THF :  Tétrahydrofurane 

TMS :  Acide triméthyle silyle 3 propionique (d4) 2,2,3,3,sodium 
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U 

µl :  microlitre 

µg :  microgramme 

W 

w/w :  weight/weight  
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Le transfert de gène, ou plus généralement la thérapie génique, est une approche thérapeutique 

proposant d’utiliser des acides nucléiques (ADN, ARN, oligonucléotides) comme médicament. 

Le concept de la thérapie génique est apparu en 1960. Mais si tous les éléments théoriques sont 

présents, le niveau technologique ne permet pas encore de réaliser pratiquement cette approche. 

L’amélioration des biotechnologies et des connaissances concernant les liens entre certains gènes mutés et 

certaines pathologies permettent à cette idée théorique de voir le jour sous la forme d’un premier essai 

clinique initié par S. Rosenberg aux États-Unis à la fin des années 1980. Depuis, la thérapie génique est 

devenue le thème de recherche de nombreux groupes de recherche dans le monde, dans le vaste domaine des 

sciences, la médecine, la pharmacie, la biochimie. On estime entre 8000 et 10000 le nombre de maladies 

génétiques et les recherches ont permis le développement de vecteurs permettant le transfert de gène dans les 

cellules eucaryotes, offrant la possibilité d’utiliser l’ADN (matériel génétique) comme médicament pour le 

traitement de maladies génétiques. L’enjeu de ces recherches est de véhiculer le gène jusqu’au noyau pour 

qu’il puisse produire des protéines fonctionnelles qui sont défectueuses ou absentes chez un patient. Les 

premières recherches ont montré que lors de l’injection systémique d’ADN nu, une faible quantité de gène 

arrive jusqu’au noyau des cellules à traiter. Il est dégradé pendant son trajet vers la cellule. Les recherches 

sur les vecteurs connaissent un essor considérable. Le premier objectif des vecteurs est de protéger l’ADN 

jusqu’au noyau des cellules contre les barrières biologiques (sang, membranes cellulaires, enzymes de 

dégradation...) pouvant stopper et détruire le gène.  

Il existe différents systèmes de vecteurs, les vecteurs viraux et les vecteurs synthétiques. Bien que les 

propriétés conférées aux vecteurs viraux en fassent les plus utilisés, ils posent des problèmes de sécurité pour 

le patient et peuvent provoquer des réactions immunitaires. C’est la raison pour laquelle on voit l’émergence 

des vecteurs synthétiques (et donc non viraux) présentant de nombreux avantages. Le défi est de concevoir 

des vecteurs non viraux possédant une faible cytotoxicité et une forte efficacité de transfection, 

reproductible. Une grande variété de composés cationiques, comme les lipides, les polymères et les peptides, 

ont montré qu’ils délivraient efficacement l’ADN dans de nombreuses lignées cellulaires. Parmi les 

polymères, les plus efficaces sont les poly(éthylènimine)s (PEIs), linéaire et branchée.  

Depuis quelques années, au sein de l’équipe MPI du LAMBE, des travaux sont réalisés autour de la lPEI. 

 

Dans l’optique de développer de nouveaux vecteurs non viraux, l’objectif de ce travail est de 

synthétiser des vecteurs synthétiques en modifiant la poly(éthylènimine) linéaire par différents composés 

comme des acides aminés (L-histidine et L-arginine), pour protéger l’ADN et obtenir une meilleure efficacité 

de transfection que les PEIs et ses dérivés. Ce manuscrit est divisé en 4 chapitres. 

Une étude bibliographique autour de deux volets débute ce manuscrit. Le premier aborde la thérapie génique 

et les barrières biologiques que doit traverser un vecteur. Le second discute des vecteurs protégeant l’ADN, 

en se focalisant plus précisément sur les vecteurs cationiques. Dans ce second volet sera, les propriétés 
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physico-chimiques et de transfection in vitro et in vivo des PEIs (branchée et linéaires) et de ces dérivés sont 

détaillées.  

Après un chapitre dédié aux protocoles utilisés pour développer et tester les nouveaux polymères, le 

troisième chapitre permet de discuter les réactions de modification de la poly(éthylènimine) linaire par de 

petites molécules comme la L-histidine, l’adamantane et la L-arginine. La modification de la lPEI par les 

différentes molécules est détaillée en terme cinétique et de stabilité de la réaction et a permis de créer de 

nombreux polymères ayant différents taux de modification. 

Enfin, l’objectif du dernier chapitre est de mettre en avant les propriétés physico-chimiques de ses nouveaux 

vecteurs (solubilité, mobilité électrophorétique, pKa, taux de protonation), ainsi que celles des polyplexes 

formés en présence d’ADN. Les relations structure/propriété des vecteurs sur la capacité de complexation de 

l’ADN et l’efficacité de transfection sont aussi discutées. 
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Chapitre 1 : 

Bibliographie : généralités sur la thérapie 

génique 
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I – Introduction 

 

 Les êtres vivants sont composés de cellules procaryotes, comme les bactéries  ou de cellules 

eucaryotes, famille à laquelle appartiennent les cellules des mammifères et en particulier humaines. La 

singularité de ces cellules eucaryotes est la présence d’un noyau contenant l’acide désoxyribonucléique 

(ADN), support du matériel génétique. L’ADN fut décrit en 1953 par James Watson et Francis Crick1 (prix 

Nobel de physiologie et de médecine en 1962). L’information génétique réside dans l'enchaînement de bases 

(Adénine (A), Cytosine (C), Guanine (G), ou Thymine (T)) (figure 1-1) formant deux macromolécules 

complémentaires auto assemblées en hélice par la complémentarité des bases deux à deux. Un fragment de 

cette double hélice, composé de plusieurs nucléotides, est l’unité de base de cette information : le gène. 

L’ensemble des gènes, constituant le patrimoine génétique (génome), code pour un ensemble de protéines 

(protéome) qui assure la majorité des fonctions et spécificités cellulaires et tissulaires. 
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Figure 1-1 : représentation des bases de l'ADN formant la double hélice 

 

Toutes les cellules proviennent de la même cellule initiale : la cellule œuf ou zygote. Pendant la réplication de 

l’ADN, des erreurs peuvent survenir et persister, malgré les mécanismes de contrôle cellulaire. L’enchaînement des 

nucléotides est modifié, soit par la substitution d’une base par une autre, soit par la délétion ou l’insertion d’un 

nucléotide. Ces mutations, souvent muettes, peuvent être induites par des agents extérieurs (UV, produits chimiques, 

radiations) et n’ont aucune incidence sur l’intégrité des protéines produites. Cependant, il arrive que la mutation touche 

une partie codante du gène entraînant la perte d’activité ou l’absence d’une protéine, conséquences graves la plupart du 

temps.  

De toutes les maladies génétiques héréditaires recensées, la plus fréquente est la mucoviscidose (ou fibrose 

kystique)2, 3. En France, elle touche environ 1/2500 naissances2. Les recherches sur cette maladie ont permis aux 

patients de mieux vivre avec la mucoviscidose. Leur espérance de vie atteint 46 ans, grâce aux séances de 
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kinésithérapie, de médicaments (antibiotique, nouveau traitement : miglustat4-6) et d’opérations chirurgicales. Les 

avancées en biotechnologie de ces dernières années ont permis l’émergence d’un nouveau domaine, la thérapie génique. 

Son but est de remplacer le fragment de gène défectueux grâce à l’insertion de gène sain, dans le patrimoine génétique 

du patient, dans un objectif thérapeutique7. Cette technique peut être utilisée pour soigner les maladies génétiques 

comme la mucoviscidose, la myopathie de Duchesne mais aussi les maladies cardio-vasculaires, des maladies 

neuronales ou certains cancers8, 9 (figure 1-2)... 

 

 

Figure 1-2 : représentation par secteur décrivant  les maladies susceptibles d'utiliser  la thérapie génique10 

 

Le traitement par thérapie génique consiste en l'introduction, par voie intraveineuse, aérosol… du 

matériel thérapeutique constitué de trois éléments au minimum :  

- Le gène d’intérêt, souvent incorporé dans un plasmide codant pour une protéine d'intérêt, 

- Un système qui contrôle l’expression et le fonctionnement de gène au sein de la cellule, 

- Un vecteur de transfection permettant d’apporter le matériel génétique dans la cellule. 

 Nous allons décrire, dans une première partie, les modes de transfection reportés dans la littérature, 

et nous mettrons en évidence le trajet et les barrières rencontrées par un fragment d'ADN migrant vers le 

noyau au cours de la transfection. Dans un deuxième temps, nous décrirons les vecteurs chimiques utilisés 

pour améliorer la transfection, et nous détaillerons particulièrement les vecteurs à base de 

poly(éthylènimine), le vecteur polymérique standard à l'heure actuelle. 

 

II – Le transfert de gène 

II-1 – Les modes d’administration en thérapie génique 

 

L’utilisation du gène comme médicament implique la connaissance des nombreux processus qui 

régissent la pharmacologie d’un principe actif (formulation, mode et site d’administration, site d’action). 
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Dans l’optique d’une utilisation thérapeutique in vivo, le gène peut être administré vers sa cible de plusieurs 

manières (figure 1-3A): 

- par la voie systémique, à l’aide d’une injection intraveineuse ou intra-artérielle. 

- par application locale, à l’aide d’une injection locale sur le tissu ciblé. 

- par « gene gun »11 (application locale), qui consiste à propulser de minuscules particules d’or recouvertes 

d’ADN plasmidique (0.5 à 5µg par mg d’or) dans les cellules cibles. Elles sont, par exemple, accélérées par 

un gaz. L’ADN ne subit pas les dégradations du milieu biologique, car il pénètre directement dans le cytosol 

ou dans le noyau. L’efficacité de cette technique varie en fonction des tissus visés (> 20% de cellules 

transfectées pour les cellules épidermiques et >5% de cellules transfectées pour les cellules musculaires12, 13). 

- par électroporation (application locale). Cette méthode déstabilise la membrane des cellules, pendant une 

courte période, par des impulsions électriques pour  permettre la pénétration du gène dans celle-ci. Elle est 

utilisé depuis 198214 et s’applique à de nombreux tissus comme le tissu musculaire15. Son efficacité dépend 

de nombreux paramètres, comme le type de tissus, ou la puissance de l’impulsion électrique16, 17. 

- par ultrasons (US) : En présence des vecteurs synthétiques,  l’irradiation par des US des cellules, in vitro et 

in vivo, augmente l’expression du transgène18, 19. 

- par aérosols : Le gène est administré par la voie nasale. Il atteint directement les cellules  épithéliales 

pulmonaires (figure 1-3B). 

 

 

Figure 1-3 : voies d’administration et méthodes physiques du transfert de gènes20 (A) et voies d’administration par 
aérosol21 (B) 

 

Actuellement, les voies les plus utilisées sont l’application locale et la voie systémique. Celles-ci 

allient un confort d'utilisation pour le patient à une efficacité. Après l’injection, le gène doit traverser 

plusieurs obstacles ou barrières biologiques pour arriver au noyau de la cellule cible.  
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II-2 – Le trajet de l'ADN médicament jusqu’au noyau de la 

cellule 

 

Par injection intraveineuse, l’ADN médicament est drainé dans les vaisseaux sanguins. Le sang 

constitue la première barrière biologique car il contient des cellules immunitaires, protéines et enzymes de 

dégradation pouvant détruire l'exogène22-24. Ensuite, il doit traverser les parois des vaisseaux puis migrer 

dans la matrice extra cellulaire pour atteindre les tissus cellulaires cibles (I). Le plasmide  doit alors traverser 

la membrane plasmique des cellules (II) selon différents mécanismes, et plus particulièrement par 

endocytose ou vacuoles, puis se libérer de l’endosome (III). Enfin, il doit migrer vers le noyau dans le 

cytoplasme (IV) et traverser la membrane nucléaire (V) pour y être transcrit  en ARNm. Les ARNm sortant 

du noyau sont traduits en la protéine souhaitée (figure 1-4)22. 

 

 

Figure 1-4 : Différentes étapes du transfert de gène : I passage de la matrice extracellulaire (MEC) ; II passage de  
la membrane plasmidique; III libération du vecteur dans le cytoplasme ; IV migration du gène médicament vers le 

noyau ; V internalisation du gène médicament dans le noyau.  
  

Parmi les différentes barrières répertoriées, nous proposons d’analyser particulièrement la question de la 

translocation de l'exogène vers l'intérieur d'une cellule, puisque c'est la première barrière rencontrée lorsque 

les biologistes procèdent à une évaluation de transfection in vitro. 
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II-2. 1 L’interaction membranaire, fusion et 

endocytose 

 

Constituée de phospholipides amphiphiles25, la membrane cellulaire est imperméable aux molécules 

hydrophiles et polaires. Contrairement à l’ADN nu, l'ADN vectorisé (protégé par un vecteur viral ou 

synthétique) peut se fixer à sa surface, provoquant son internalisation. Il existe deux types d'interaction. La 

première est passive, et dépend des charges de surface de la membrane et de l’ADN vectorisé26-28. Le second, 

spécifique, résulte d'un ciblage de récepteurs membranaires24 générant un mécanisme de transport activé qui 

permet l'internalisation29, 30. Différents modes d'internalisation de gène médicament ont été répertoriés :  

- la fusion qui introduit directement dans le cytoplasme le gène ou le complexe. 

- la macropinocytose31, 32 (figure 1-5B) : Ce mécanisme d’endocytose est non sélectif aux 

macromolécules. Les cellules animales peuvent déformer la membrane cellulaire pour former un 

pseudopode, provoquée par des pressions internes du cytoplasme à cause du cytosquelette d’actine. Ce 

pseudopode encercle le complexe et forme autour de celui-ci une vésicule appelée macropinosomes qui est 

internalisée dans la cellule. Cette vésicule permet d’internaliser de gros objet car son diamètre peut atteindre 

5µm. 

- la phagocytose33 (figure 1-5A) : Grâce à des récepteurs spécifiques de la membrane cellulaire, 

celle-ci se déforme et s’allonge pour former deux bras lipidiques, les pseudopodes qui entourent l’ADN 

médicament (nu ou vectorisé), permettant l’internalisation d’un complexe dans la cellule. 

- l’endocytose est un mécanisme d’internalisation de grosses molécules via la formation d'une 

vésicule nommée endosome 22, 34. Les interactions qui conduisent à ce mécanisme peuvent être soit : 

- spécifiques (figure 1-5F)) : La membrane possède des récepteurs spécifiques à certaines 

molécules comme le glucose, le galactose ou le folate. Le contact de ces ligands sur le récepteur entraîne la 

formation d’un endosome et son entrée dans la cellule. 

- non spécifiques (figure 1-5E, vésicules non tapissées). L’endocytose non spécifique 

internalise des nanoparticules sans discrimination. Ce mécanisme compte pour 50% de l’activité endocytique 

d’une cellule 25. 

- Endocytose à clathrines dépendantes (figure 1-5C). L’endocytose spécifique met en jeu des 

vésicules couvertes de clathrine35, se trouvant sur la face intérieure de la membrane plasmique36. Elles sont 

exprimées en petite quantité dans tous les types de cellules.  

Il existe aussi l’endocytose par cavéoles dépendantes37-39 (figure 1-5D). La membrane cellulaire possède des 

microdomaines, contenant du cholestérol et des sphingolipides, présents sur 10 à 20% de la surface 

membranaire. Le mécanisme de l’endocytose par cavéoles dépend du cytosquelette d’actine se trouvant à 

l’intérieur de la cellule. Le complexe, positif, interagit avec le cholestérol et les sphingolipides. Cela active 

les cavéoles et le cytosquelette qui internalise le polyplexe dans la cellule. 
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Figure 1-5 : Différents mécanismes d’endocytose de la cellule : A) phagocytose, B) macropinocytose, C) endocytose 
clathrines dépendantes, D) endocytose cavéoles dépendantes,  E) endocytose non spécifique (vésicule non tapissée), 

F) endocytose à récepteurs spécifiques 
 

II-2. 2 Endocytose : libération dans le cytosol 

 

Après la formation de l’endosome autour du plasmide, celui-ci entre dans la cellule mais son contenu 

est rapidement détruit par une acidification du milieu endosomique. Un endosome inclus dans une cellule 

subit un abaissement de pH avec le temps selon deux phénomènes : 

- fusion  avec un lysosome qui possède un pH acide (pH=5).  

- diminution de son pH par l’entrée de protons, entraînant une évolution vers un  lysosome. L’acidité du 

milieu active des enzymes de dégradation qui détruisent rapidement l’ADN exogène. 

Une formulation de l'ADN médicament par des vecteurs chimiques, notamment les polymères, entraîne une 

déstabilisation de la membrane de l'endosome selon un mécanisme d'éponge à protons qui libère ainsi, dans 

le cytoplasme, l'outil thérapeutique complexé aux polymères. Ce mécanisme est expliqué par une entrée 

massive de protons et d'ions chlorure dans l'endosome lors de son acidification, accrue par l'effet tampon 

apporté par le polymère. L'équilibre osmotique du système est maintenu par une entrée concomitante d'eau 

entraînant le gonflement de l'endosome jusqu'à sa destruction, libérant son contenu dans le cytoplasme. Le 
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phénomène de fusion entre l’endosome et un lysosome est inhibé pendant six heures en présence de vecteurs 

synthétiques possédant un pouvoir tampon à des pH légèrement acides40. 

 

II-2. 3 Migration et pénétration dans le noyau 

 

Les complexes présents dans le cytosol doivent migrer jusqu’au noyau selon des mécanismes passifs 

de diffusion libre (qui n’est pas susceptible d’être le mode principal du transport cytolytique)41, 42, ou actifs 

impliquant le cytosquelette de la cellule (microtubule et filaments d’actine) 43. Ainsi les filaments d’actine 

peuvent intercepter le gène thérapeutique et le véhiculer jusqu’au noyau (figure 1-6)22, 34, 44 . 

 

 

Figure 1-6 : transport du polyplexe dans le cytosol par les filaments du cytosquelette22 

 

La membrane nucléaire limite l’internalisation du plasmide dans le noyau. Il a été démontré que le 

transfert de gène est plus efficace lorsque la cellule se trouve en division plutôt qu’à l’état quiescent33. Des 

expériences de transfection, réalisées à différentes étapes de la division cellulaire, confirment que la rupture 

de l’enveloppe nucléaire est un atout pour une expression efficace du transgène45. 

La transfection in vitro46 et in vivo47 de cellules quiescentes par des complexes formulés avec des vecteurs 

synthétiques (polyéthylènimine) laisse penser que d’autres mécanismes interviennent dans le processus de 

migration intranucléaire.  

La dernière barrière à franchir pour le gène thérapeutique est la membrane nucléaire qui possède à sa surface 

plusieurs milliers de pores (entre 3000 et 4000 pores) d’un diamètre de 11 nm25, 47. Il a été montré que ces 

pores permettent une translocation de molécules possédant un signal de reconnaissance constitué d'une 

séquence peptidique  NLS (nuclear localization signal)48. Ainsi, des macromolécules telles que les histones 

peuvent être transloquées à travers ces pores29, 34, 49-52. 
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Pour tenter d’améliorer l’efficacité du transfert de gène, des séquences NLS ont été associées au plasmide ou 

aux vecteurs. Les divers résultats montrent que la présence du peptide NLS associé au plasmide améliore son 

internalisation dans le noyau et donc l’efficacité du transfert de gène. 

 

II-2. 4 Synthèse de protéines : détection de la 

transfection cellulaire 

 

Enfin, à l'intérieur du noyau, l'ADN transfecté peut être transcrit en ARN messager, vecteur de 

l'information pour la production d'une protéine d'intérêt. Les plasmides (ADN circulaire provenant d’une 

bactérie) utilisés dans les études préliminaires de transfection contiennent un gène rapporteur codant pour 

une protéine susceptible d'émettre un signal quantifiable. Les plus utilisés sont les gènes codant pour la GFP 

ou la luciférine53. 

Les études in vivo montrent une expression du gène dans la cellule hôte allant de 14 semaines (en 

utilisant un vecteur synthétique)54 à 18 semaines (vecteurs viraux)55, 56. Cependant, la capacité des virus à 

intégrer leur patrimoine dans la cellule hôte permette une expression prolongée du gène jusqu’à 18 mois56. 

Cette capacité d’expression du plasmide ne s’effectue pas en présence de vecteurs synthétiques. 

 

III – Les outils du transfert de gène 

 

Depuis 199057, diverses expériences d’injection directe in situ58 d’ADN nu (sans protection) ont 

démontré une expression du gène dans certains tissus58 (muscle cardiaque, muscle squelettique59, 60, cerveau). 

Cependant, l’injection intramusculaire d’ADN nu reste faiblement efficace, car moins de 1% de la dose 

injectée est internalisée par les cellules. Cette expression reste très localisée au niveau du site d’injection et 

met en évidence la nécessité d’utiliser un vecteur pour amener un gène thérapeutique du site d’injection au 

noyau de la cellule d'un organe cible. Ce vecteur aura pour fonction la compaction du plasmide, sa protection 

vis-à-vis des agressions du milieu biologique, et enfin de le véhiculer vers son site d’action. Deux familles de 

vecteurs se sont  développées :  

- Les vecteurs viraux, 

- Les vecteurs non viraux, provenant de macromolécules naturelles ou synthétiques. 

Nous allons décrire maintenant les intérêts respectifs de ces deux familles de vecteurs. 
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III-1 – Les vecteurs viraux 

 

Les virus, fruit d'une évolution de plusieurs millions d'années, réalisent une transfection par ciblage 

d'une cellule hôte, y pénètrent et y expriment leur matériel génétique. Plusieurs familles (virus de l'herpes61, 

adénovirus62-64, rétrovirus65-67, virus adéno-associés33, 68…) ont été utilisées dans un objectif de transfert de 

gène. Grâce à des mécanismes sophistiqués69 et à une structure complexe, évoluant pendant leur trajet70 

(figure 1-7), ils ciblent les cellules et les transfectent efficacement  : 

 - Les virus pénètrent généralement dans les cellules par la voie spécifique endosomiale, grâce aux 

interactions ligands-récepteurs entre le virus et la cellule. Certains virus réussissent à entrer dans la cellule 

hôte par fusion. 

 - Dans le cytoplasme, ils protègent l’ADN jusqu’au noyau. 

 - Dans le noyau, le gène est intégré dans le génome du patient. 

 

 

Figure 1-7 : schéma de l'introduction d'un gène dans une cellule, par un adénovirus71 

 

Les virus posent des problèmes de sécurité évidents et peuvent susciter des réactions immunitaires. 

L’insertion du gène dans le génome apporte des modifications à la cellule comme l’apparition d’antigènes 

viraux à sa surface qui conduit à la destruction des cellules transfectées par le système immunitaire et au 

développement de maladies auto-immunes8. Cela peut aussi engendrer l’activation de proto-oncogènes (gène 

impliqué dans le contrôle de la division cellulaire, dont la mutation et à l’origine des tumeurs)  ou 

l’inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs72-74. 

 

Ils sont aussi mal adaptés à la transfection de gènes possédant un nombre élevé de paire de bases. 

Une limite maximale de 8000 paires de bases (8kpb) est généralement admise, empêchant leur utilisation 
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pour transfecter des gènes de grande taille comme le gène codant pour CFTR (Cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator) de la mucoviscidose (250kpb)75. 

Afin de circonvenir à ces différentes limites, des vecteurs totalement synthétiques ont fait leur 

apparition. 

 

III-2 – Les vecteurs non viraux, synthétiques 

 

Depuis quelques années, de nouveaux vecteurs voient le jour pour substituer les vecteurs viraux. Ces 

nouveaux vecteurs, synthétiques, présentent une alternative prometteuse aux vecteurs viraux. Ils sont 

caractérisés par une faible immunogénicité qui laisse envisager la possibilité d’administrations répétées, une 

faible toxicité, ainsi qu’une production aisée et  économique. 

Pour permettre un système optimal de transport, un vecteur synthétique nécessite certaines  caractéristiques : 

- former un complexe avec l’ADN à vectoriser en le compactant, 

- protéger l’ADN des diverses sources de dégradation comme les nucléases, 

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

- faciliter la fixation de l’ADN sur la cellule car celui-ci étant chargé négativement, il ne peut adhérer 

spontanément à la membrane plasmique polyanionique des cellules, 

- favoriser le passage de l’ADN hydrophile à travers le milieu hydrophobe constitué par la membrane 

plasmique et/ou endosomique, 

- permettre le trafic intracellulaire et la pénétration de l’ADN dans le noyau, quand celui-ci reste lié au 

vecteur. 

En considérant le vecteur comme transporteur du principe actif, on distingue trois grandes classes de 

vecteurs synthétiques, ayant leurs caractéristiques propres : les lipides, les polymères amphiphile neutres et 

les peptides. 

 

III-2. 1 Les lipides cationiques 

 

 L’équipe de Felgner76 fut la première à utiliser des lipides cationiques en thérapie génique :  

- Ces lipides condensent l’ADN en interagissant avec les charges négatives des polynucléotides77. Cela 

entraîne la formation de complexes vecteurs/ADN appelés lipoplexes, de tailles comprises entre 200 et 500 

nm. 
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- Ils facilitent l’accrochage des complexes sur la membrane cellulaire grâce aux interactions électrostatiques 

entre les charges positives des lipides et les charges négatives des glycoprotéoglycanes de la membrane 

cellulaire77.  

- Ils déstabilisent la membrane plasmique et permettent aux complexes de fusionner ou de rentrer dans la 

cellule par la voie de l’endocytose (cf. paragraphe III). Ils délivrent l’ADN dans le cytoplasme cellulaire et 

limitent sa dégradation par les compartiments lysosomaux47. 

Les lipides cationiques utilisés sont composés de trois parties (figure 1-8) :  

 - d’une tête polaire hydrophile de charge positive (mono ou polychargée), 

 - d’une chaîne d’acides gras saturés ou insaturés hydrophobes, 

 - et d’un espaceur reliant la région polaire et apolaire du lipide78. 
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Figure 1-8 : Structure représentative du lipide cationique Dotma : chlorure de N-[1-(2, 3-dioleyloxy) propyl]-N, N, 
N-triméthylammonium. Représentation des structures possibles de chaque composant d'un lipide cationique type78 

 

Les têtes polaires multicationiques sont les plus efficaces pour condenser et protéger l’ADN79. La nature de 

l’espaceur80, la longueur grandissante des chaînes hydrophobes et leurs nombres d’insaturations agissent sur 

la stabilité du lipoplexe, l’efficacité de transfection81, 82, mais aussi la toxicité77. 

Les premières expériences de transfection par les  lipides cationiques ont été réalisées en 1987 avec le lipide 

cationique synthétique DOTMA (chlorure de N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium)76, 77 

(figure 1-8). Ce lipide possède une partie hydrophobe composée de chaînes d’acide gras insaturées. D’autres 

molécules amphiphiles sont synthétisées comportant une partie hydrophobe monovalente d’acide gras 

insaturée ou saturée comme (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium propane (DOTAP)83, 84 et le bromure de 
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1,2- dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-hydroxyethylammonium (DMRIE)77. D'autre part, des lipides 

multivalents, de types lipopolyamine ont été synthétisés et leurs capacités de transfection démontrées (le 

chlorure de 2,3-Dioleyloxy-N-[2-(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanammonium 

(DOSPA)85-87, le dioctadécylaminoglycylspermine (DOGS)88). 

Ces lipides sont associés à des lipides neutres, pour leurs propriétés fusiogènes, telle que la 

dioléylphosphatidyléthanolamine (DOPE)84, 89  ou ses dérivés90, 91. La présence de cholestérol associé au 

3β[N-(N′,N′-dimethylaminoethane)-carbamoyl]92 ou au groupement guanidinium93, 94 forment également des 

vecteurs efficaces lorsqu’ils sont associés à la DOPE95 en accroissant  la stabilité des liposomes. 

De récentes  études montrent que des lipides de types lipophosphoramidate 96, 97, comme le 

Dilinoleylphosphatidyl-2-aminoethyltrimethylarsonium iodide (BSV4)98 améliore la transfection in vitro et 

in vivo.  

La voie des lipides cationiques pour la transfection de gènes fait d’importantes avancées. En 

parallèle, une autre voie s’est ouverte, la voie des polymères synthétiques dont ce travail traite plus 

particulièrement. 

 

III-2. 2 Les polymères amphiphiles neutres 

 

Les lipides cationiques sont souvent inefficaces quand ils sont injectés localement dans les tissus par 

exemple au niveau des muscles squelettiques et des sites de tumeurs99. Il existe des vecteurs polymères non 

ioniques solubles dans l'eau qui ne complexent pas l'ADN et qui ne condensent pas l'ADN. Ces polymères 

ont la propriété d'être des vecteurs de transfection efficace lors de l'administration locale d'ADN dans les 

tissus. Parmi eux sont les poly(N-vinyl pyrrolidone), les poly(vinyl alcool)100 et les pluronics ou poloxamères 

(copolymères à blocs de poly(oxyde d'éthylène) et de poly(oxyde de propylène)101. Les pluronics augmentent 

le taux et la fréquence de transduction dans les cellules musculaires quand ils sont combinés avec les 

vecteurs adenovirus102 et lentivirus103. Lorsqu'ils sont conjugués avec des polycations, le polyplexe ainsi 

formé, pratiquement électriquement neutre, est moins toxique in vivo et in vitro. La présence de pluronics 

prévient de l'aggrégation des particules et transportent efficacement les plasmides dans les cellules. Il en 

résulte une augmentation importante de l'expression de gènes104.  

 

 

III-2. 3 Les polymères cationiques 

 

L'utilisation de polymères cationiques pour des expériences de transfert de gène est apparue aussi en 

1987105, et a permis de développer une alternative complémentaire à l'approche lipide précédemment 
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évoquée. De nombreux travaux ont visé à synthétiser de nouveaux composés plus efficaces et moins 

toxiques. Nous développerons dans ce paragraphe les propriétés générales de ces agents de transfert. Dans un 

second temps, nous répertorierons les différentes stratégies de synthèse en discutant de façon non exhaustive, 

pour raison de trop grande quantité de dérivés, les principales familles de vecteurs ayant donné des résultats 

intéressants en transfert de gène. 

 

IIIIIIIIIIII----2. 3. 1 2. 3. 1 2. 3. 1 2. 3. 1   Généralités sur la complexation des polymères cationiques et l’ADN Généralités sur la complexation des polymères cationiques et l’ADN Généralités sur la complexation des polymères cationiques et l’ADN Généralités sur la complexation des polymères cationiques et l’ADN    

 

La complexation entre le vecteur et le plasmide est généralement le résultat d'une interaction 

électrostatique entre deux polyélectrolytes : l'ADN anionique et le polymère cationique. Des nanoparticules 

peuvent ainsi être obtenues, et l'interaction souvent élevée entre l'ADN et le polymère cationique peut être 

déterminée par gel retard. 

 Depuis plusieurs années, les chercheurs essayent de comprendre le phénomène de complexation 

entre les vecteurs cationiques et l’ADN. Mengarelli et al.106 ont construit le diagramme de phase (figure 1-9) 

caractérisant la complexation entre l’ADN et les poly(éthylènimine) linéaire lPEI (dont les caractéristiques 

seront discutées dans le paragraphe III-2. 2. 4). 

 

Figure 1-9 : Mobilité électronique (1) et rayon hydrodynamique Rh(2) des complexes ADN-lPEI 2,5kDa (■) et ADN-
lPEI 25kDa (●) dans Tris 10 mM à pH=7,4, [I]=0,15M en fonction du rapport de charge X. [ADN}=[EI]=0,01% 

 

Les auteurs montrent que les effets de complexation de l’ADN sont plus marqués avec la lPEI  de masse 

molaire 25 kDa que 2,5 kDa. Le comportement de la mobilité électrophorétique et du rayon 

hydrodynamique, en fonction du rapport de charge est qualitativement le même pour les deux polymères. 
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Ils concluent que le processus d’agrégation (ou plutôt complexation) entre l’ADN et le polymère ne dépend 

pas que de la structure et de la rigidité des chaînes de l’ADN et du vecteur (ou forces entropiques); mais il est 

aussi contrôlé par des interactions électrostatiques entre polyanion et polycation (ou forces enthalpiques) qui 

confirment les théories déjà existantes sur l’agrégation de polymères de charges opposées107, 108. Il faut aussi 

signaler que les polymères aminés comme la poly(éthylènimine) possèdent un taux de protonation différents 

selon le pH. L’équipe de Jorge109 a démontré que le pH d’une solution joue un rôle non négligeable sur la 

formulation des complexes. Pour une masse constante de poly(éthylènimine) branchée (bPEI), le taux de 

protonation change en fonction du pH et influe sur la formation des polyplexes. Pour expliquer la formation 

des complexes bPEI/ADN, l’équipe de Jorge109 a utilisé un rapport de charges (noté β) entre la concentration 

molaire en charges positives des amines de la bPEI (C+), au pH étudié (pH=4, 6 et 8), et la concentration 

molaire en charges négatives des bases phosphate de l’ADN  (C -). Le rapport de charge β= C+/C- augmente 

en fonction de l’acidité de la solution (au pH=8, β= C+/C-=0,8 ; au pH=6, �� C+/C-=0,92 et au pH=4, β= 

C+/C-=2,03). Pour une masse constante de bPEI, la complexation du plasmide est donc meilleure à pH acide 

qu’à pH= 7,4, car elle possède un taux de protonation en amines supérieur à 20%110. 

Dans le cas des lipides, une auto-organisation sous forme de phase lamellaire a été démontrée. Aucun 

phénomène de ce type n'a été présenté dans le cas des polymères. Une analyse de polyplexes par cryoTEM a 

révélé la formation de nanoparticules de structure plus ou moins sphérique, accompagné de toroïdes (figure 

1-10) La présence de ce type de structure bien définie n'a pas trouvé d'explication particulière. 

 

200 nm200 nm

 

Figure 1-10 : condensation de l'ADN par de la poly(L-lysine), le complexe forme un toroïde111. 

 

Cette étude s’applique aussi aux autres polymères cationiques, dont nous allons maintenant discuter 

les propriétés de complexation et d’efficacité de transfection. Ensuite, la poly(éthylènimine) et ses dérivés 

seront mis en avant pour expliquer le cheminement qui a permis la création de la nouvelle molécule étudiée 

dans cette thèse.  
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IIIIIIIIIIII----2. 3. 2 La poly(L2. 3. 2 La poly(L2. 3. 2 La poly(L2. 3. 2 La poly(L----lysine) (PLL) et ses dérivéslysine) (PLL) et ses dérivéslysine) (PLL) et ses dérivéslysine) (PLL) et ses dérivés    

 

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

génique105. C’est un polypeptide linaire formé de monomères peptidiques de la L-lysine.  
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Figure 1-11 : structure de la poly (L-lysine) 

 

La poly(L-lysine) peut être synthétisée à partir de la N-carboxy-(Nε-benzyloxycarbonyl)-L-lysine anhydre 

(Z-L-lysineNCA)112. La polymérisation (figure 1-12) est réalisée en trois étapes :  

- formation d’un cycle intramoléculaire entre la fonction carboxylique et l’amine primaire de la L-

lysine, la ε-amine (située sur le 5ème carbone à partir de la fonction carboxyle) étant protégée par le 

groupement benzyloxycarbonyle, noté Z sur la figure 1-12. 

- polymérisation par ouverture du cycle N-carboxy anhydride, amorcée par un nulcéophile faible 

telle qu'une fonction amine, entraînant une décarboxylation et menant à la structure peptidique escomptée. 

 - Déprotection du benzyloxycarbonyle. 
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Figure 1-12 : Synthèse de la poly(L-lysine)  par mécanisme de polymérisation par ouverture de cycles 

 

Etant chargé positivement au pH physiologique, elle condense efficacement l’ADN et forme des 

polyplexes (complexes poly(L-lysine)/ADN). Les tailles de ces polyplexes sont de l’ordre de 100 nm, un 

diamètre raisonnable pour la transfection113. 
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La PLL de masse molaire élevée (>27 kDa) est efficace pour la condensation de l’ADN, la 

stabilisation du polyplexe en transfection in vivo114, mais  possède une forte cytotoxicité115, provoquant 

l’apoptose29. L’équipe de Symonds116 a démontré que la PLL déstabilise la membrane des mitochondries et 

active les enzymes de dégradation qui engendre le cycle de l’apoptose. 

Elle ne possède pas de pouvoir tampon à pH légèrement acide, ce qui défavorise la sortie rapide de l’ADN 

des endosomes. Cette sortie de l’ADN est améliorée si des agents endosomolytiques, comme la 

chloroquine117 ou  les peptides  fusiogènes, sont associés au complexes PLL/ADN118. 

Pour limiter la toxicité de la PLL, des modifications sont apportées à ce polymère par le greffage du 

poly(éthylène glycol) (PEG)119, de dextran120 ou de l’histidine121.  

L’ajout de résidus contenant la fonction imidazole (l’acide imidazoyle acétique122 ou l’histidine) 

permet une plus grande efficacité de transfection53. 

La PLL modifiée par l’acide imidazoyle acétique (figure 1-13) est obtenue par la réaction d’amidation entre 

la fonction carboxylique de l’acide imidazoyle acétique et l’amine primaire de la PLL122.   
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Figure 1-13 : synthèse de la PLL-graft-acide imidazoyle acétique par la réaction d'amidation 

 

L’apport de l’imidazole sur la PLL diminue le taux d’amines protonables par macromolécule au pH 

physiologique (pH=7,4) car le pKa du groupement imidazoyle se situe à pKa= 6,5. Lors d'expériences de gel 

retard, la PLL-greffée-acide imidazoyle retarde complètement l’ADN à partir du ratio N/P (ratio molaire 

entre le nombre d’atomes d’azote (N) protonables du polymère par rapport au nombre de phosphate (P) dans 

l’ADN) de 2:1 alors que ce ratio est de 1:1 pour le complexe PLL/ADN. Au ratio N/P=2, la taille des 

polyplexes formés est inférieure à 150 nm. 

Le greffage d'acide imidazole diminue aussi la cytotoxicité de la poly(L-lysine) sur plusieurs lignées 

cellulaires transfectées : les cellules CRL 1476, cellules musculaires de souris, les macrophages (P388D1) et 

les cellules de carcinome hépatocellulaire humaines (HepG2). 
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Midoux et coll.121 ont greffé de l’histidine sur la  PLL 24130 g.mol-1 par une réaction d’amidation 

(figure 1-14). Les auteurs proposent d’utiliser les propriétés de la L-histidine pour diminuer la cytotoxicité de 

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

 

Les tailles des complexes PLL-histidinilée/ADN,  au ratio w/w=3/1 (rapport N/P=5/1), sont 

déterminées dans plusieurs milieux, à pH de 7,4 :  

- 140 nm, dans le tampon HEPES 5 mM. 

- entre 105 nm et 140 nm, dans les solutions aqueuse et tamponnée suivantes : a) eau, b) eau contenant 5% de 

glucose, et c) tampon HEPES en présence de sérum et des protéines qui le constituent, 

- 105 nm à 800 nm, dans  de l’eau contenant 5% de glucose puis dilué dans du sérum.  

La présence du sérum physiologique29 ou de 10% de sérum de veau fœtal provoque une augmentation de 

tailles des complexes, expliquée par les interactions électrostatiques entre les protéines anioniques (exemple : 

l’héparine) du sérum et les polyplexes cationiques.  

- de l’ordre de 1 à 3 µm,  en milieu physiologique et en présence de sels.  

 

Midoux a démontré que le maximum de transfection apparaît pour des PLL modifiées entre 12% et 

53% en résidus histidine. Cette amélioration est attribuée à l'augmentation de l’effet éponge à proton par le 

groupement imidazoyle de l’histidine53, 121, 123. 

Cette même équipe a démontré que les PLLs histidinilées de faible masse molaire n’améliorent pas la 

transfection, 

 

Dans le même temps, l’équipe de Benns124 a greffé la poly (L-histidine) sur la chaîne de la PLL par 

une réaction d’amidation (figure 1-15). Le dosage acide base du polymère a montré que le greffage de la 
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poly(L-histidine) augmente la capacité de l’effet éponge à proton de ce polymère par rapport à la PLL, dans 

l’endosome. 
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Figure 1-15 : synthèse de la N-acétyle-poly(L-histidine)-graft-poly(L-lysine)124 

 

L’étude sur gel retard montre que la N-acétyl-poly(L-histidine-graft-poly(L-lysine) (PLL-g-PLH) complexe 

efficacement l’ADN à partir d’un ratio vecteur/ADN de 20 (w/w). Les polyplexes PLL-g-PLH/ADN donnent 

de meilleurs résultats en transfection que les polyplexes ADN/PLL. La présence de chloroquine (agent 

endosomolitique) augmente encore l’efficacité de la transfection, démontrant dans ce cas une limite à 

l'activité tampon des fonctions imidazole dans cet exemple124. Sans chloroquine, ce nouveau polymère 

transfecte efficacement pour un ratio ADN/vecteur en poids de (w/w) = 1/20. Il est aussi  moins toxique que 

la PLL. Une viabilité cellulaire de 80 % est déterminée après une injection de complexes ADN/PLL-g-PLH,  

alors que seulement 40% des cellules résistent à la présence de la PLL seule. 

 

Depuis la synthèse de la poly(L-lysine) histidinilée de l’équipe de Midoux, de nouvelles molécules 

sont apparues à base de poly(L-histidine). Ces polymères possèdent les propriétés de l’histidine qui sont 

importantes pour une bonne transfection des cellules. 

 

IIIIIIIIIIII----2. 3. 3 La poly(L2. 3. 3 La poly(L2. 3. 3 La poly(L2. 3. 3 La poly(L----histidine) et ses dérivéshistidine) et ses dérivéshistidine) et ses dérivéshistidine) et ses dérivés    

 

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

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

 

De ce fait, différents dérivés de la poly(L-histidine) ont été synthétisés pour améliorer sa solubilité et 

permettre d’utiliser ses propriétés d’éponge à proton lors d'expériences de transfection. L’équipe d’Asayama 

s’est spécialisée dans la synthèse et l’étude des dérivés de la poly(L-histidine) en fixant diverses molécules 

sur le cycle imidazole de la poly(L-histidine).  

Le premier dérivé créé est la poly(L-histidine) aminée, synthétisée par une réaction d’alkylation partielle de 

la fonction imidazole de la poly(L-histidine) par le 2-bromoéthylamine hydrobromure (figure 1-17A)125. Le 

deuxième dérivé est la poly(L-histidine) carboxyméthyle. Elle est aussi réalisée par une réaction d’alkylation 

entre la poly(L-histidine) et l’acide iodoacétique (figure 1-17B)126. 
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Figure 1-17 : synthèse de la Poly(L-histidine) aminée par la réaction d'alkylation127(A)et de la poly(L-histidine) 
carboxyméthyle par alkylation126 (B) 

 

La  poly(L-histidine) aminée présente une faible hémolyse à pH physiologique, attribuée à son 

insertion dans la bicouche lipidique induisant sa perméabilité. En revanche, la poly(L-histine) 

carboxyméthyle possède une activité hémolytique négligeable (à pH=7,4 et pH=6). A pH=5 et en présence 
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des charges cationiques du cycle imidazole, cette activité augmente et détruit les hématies. La poly(L-

histine) carboxyméthyle est donc moins toxique que la poly(L-histidine) aminée. 

Comparé à l’ADN seul, la présence du carboxyméthyle poly(L-histidine) permet une meilleure 

transfection126. 

Pour les poly(L-histidine) aminée et carboxyméthyle, la présence d’amines non protonées à pH 

physiologique, sur le groupement imidazoyle de l’histidine (pKa=6), confère à ces molécules un pouvoir 

tampon efficace pour la sortie de l’endosome. Pour le poly(L-histidine) aminée, seule les amines primaires 

(pKa=10) peuvent être protonées à pH=7,5. A pH=6, en plus des amines primaires, 50% des fonctions 

imidazole de l’histidine sont aussi protonées. Les nanoparticules comportant des charges de surface positives 

introduites par l'excès de poly(L-histidine) aminé empêche l'agrégation des polyplexes. Ce polymère est 

soluble à pH élevé, empêchent l’apparition de zone de turbidité127, à pH physiologique, car l’apport des 

amines primaires sur la poly(L-histidine) lui confère un caractère cationique125 permettant de condenser 

efficacement l’ADN. 

La poly(L-histidine) carboxyméthyle est anionique à pH physiologique. Ce polymère est employé comme 

une seconde protection par complexation à un polyplexe ADN/bPEI128. Cette association permet une 

meilleure efficacité de transfection par rapport au complexe formé ADN/bPEI et une cytotoxicité 

négligeable. De plus, cette seconde protection est nécessaire car à pH=7,4, les charges négatives de la 

poly(L-histidine) carboxyméthyle interagissent avec les charges positives de la bPEI, qui, en présence des 

protéines du sérum, empêchent le complexe ADN/bPEI/ poly(L-histidine) carboxyméthyle de s’agréger. 

 

Parallèlement à ces vecteurs, de nouveaux vecteurs à base de cyclodextrine apparaissent et apporte des 

résultats de toxicité et de transfection satisfaisants pour le transfert de gène.  

 

IIIIIIIIIIII----2. 3. 4 La polyamine2. 3. 4 La polyamine2. 3. 4 La polyamine2. 3. 4 La polyamine----cyclodextrinecyclodextrinecyclodextrinecyclodextrine    

 

Depuis 1999, l’équipe de Davis propose la synthèse d’une nouvelle famille de polymères cationiques 

contenant des cyclodextrines (CDs) dans la chaîne par condensation de CD bifonctionnelle avec un second 

monomère bifonctionnel comportant des fonctions amine protonables129, 130. Cette nouvelle stratégie permet 

d’utiliser les propriétés de la cavité de la CD qui peut participer à des fonctionnalisations ultérieures par des 

molécules de ciblages/furtivantes fonctionnalisées par l'adamantane. 

Davis et al.129 polymérisent la 6A, 6D-Dideoxy-6A, 6D-diamino-β-cyclodextrine (CD1) et 6A, 6D-

dideoxy-6A, 6D-di (2-aminoethanethio) - β-cyclodextrine (CD2) avec des composés fonctionnels 

cationiques (diméthylsuberimidate.2HCl ou DMS)  pour former un copolymère alterné comportant des 

fonctions cationisables et des cyclodextrines dans le motif de répétition (figure 1-18). 
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Figure 1-18 : Synthèse des copolymères  6A, 6D-Dideoxy-6A, 6D-diamino-ββββ-cyclodextrine-DMS (A) et 6A, 6D-
dideoxy-6A, 6D - di (2-aminoethanethio)- ββββ-cyclodextrine-DMS (B) 

 

L’équipe Davis utilise l’expérience du gel retard pour démontrer l'interaction de l’ADN avec les 

cyclodextrines initiales CD1 et CD2 et des polymères CD3 et CD4 qui en proviennent.  

Les auteurs annoncent que le polymère CD3 ne complexe pas l’ADN, dans une solution aqueuse contenant 

150 mM de NaCl, tout comme le composé de βCD d’origine (CD1). Ils expliquent ce résultat par une grande 

proximité des ammoniums de CD1 et CD3 de la cavité des CDs, qui peut aussi être considéré comme un 

obstacle stérique à la complexation de l’ADN. Ils montrent aussi que le composé CD2 lie aisément l’ADN (à 

88%) dans un milieu aqueux, mais ils ne donnent pas le ratio N/P de complexation. Le polymère CD4 

complexe le plasmide dans une solution aqueuse contenant 150 mM de NaCl, à partir du ratio N/P de 1,5/1. 

Le DMS doit améliorer la solubilité de la cyclodextrine en milieu salin, permettant dans ce cas de complexer 

l’ADN. 

Les auteurs démontrent aussi qu’en solution aqueuse la taille des complexes CD4/ADN est de 150 nm 

(N/P=1,5/1). Des agrégats sont observés en présence de sel. 

Les tests in vitro, réalisés sur les cellules BHK-21 (cellules de reins de hamster doré) et les cellules CHO-K1 

(cellules ovariennes d’hamster chinois), sont déterminés par le test de la luciférase. D’après les auteurs,  le 

CD4, au ratio N/P=70, transfecte autant les cellules BHK-21 que la bPEI (N/P=20) dans un tampon 

phosphate salin (PBS) pH=7,4  et contenant 10% de sérum. Pour les cellules CHO-K1, la transfection des 

complexes CD4/ADN est plus faible par rapport à la bPEI pour des ratios N/P>10. 

Le test de cytotoxicité de la CD4 est déterminé par la quantité de protéines observée issue de lysats des 

cellules transfectées. L’équipe de Davis remarque que le bPEI, au ratio N/P=20, est très toxique pour les 

cellules BHK-21 et CHO-K1, en tampon phosphate Sali ou PBS (30% de cellules viables). Les complexes 

CD4/ADN (N/P de 20 à 70) sont peu toxiques, pour les cellules BHK-21 (90% de cellules viables) dans le 

tampon PBS par rapport à la bPEI. En présence de 10% de sérum, la toxicité des polyplexes augmente et il 
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ne reste que 40% de cellules BHK-21 viables. Pour les cellules CHO-K1, quel que soit le ratio N/P utilisé 

(N/P de 1,5 à 70), les polyplexes CD4/ADN ne sont pas toxiques (100%de cellules viable), dans le tampon 

PBS, avec ou sans sérum. 

La stratégie de Gonzalez et al129, de synthétiser de nouveaux vecteurs originaux à base de cyclodextrine, 

apporte des résultats intéressants en cytotoxicité, permettant d’utiliser des ratios de complexation important 

(N/P=50) pour obtenir une efficacité de transfection égale à la bPEI (N/P=20).   

  

 Les dérivés à base de poly(lysine), de poly(histidine) ou de poly(cyclodextrine) ont montré de bon 

résultats de transfection, mais sont supplantés par la poly(éthylènimine) et ses dérivés. 

 

IIIIIIIIIIII----2. 3. 5 Les poly(éthylènimine)s (PEIs) et ses dérivés2. 3. 5 Les poly(éthylènimine)s (PEIs) et ses dérivés2. 3. 5 Les poly(éthylènimine)s (PEIs) et ses dérivés2. 3. 5 Les poly(éthylènimine)s (PEIs) et ses dérivés    

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

 

La PEI est un polymère cationique à pH physiologique et fut proposée pour la thérapie génique par 

Boussif et al131. La structure de ce polymère est une succession simple de motifs -CH2CH2NH-. Il existe deux 

sortes de PEIs, la poly(éthylènimine) linéaire (lPEI) et la poly(éthylènimine) branchée (bPEI) (figure 1-19). 
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Figure 1-19 : Structures chimiques de la lPEI (A) et de la bPEI (B) 

 

Les PEIs sont solubles dans l’eau, à pH physiologique (pH=7,4), du fait de leur densité de charge 

provenant de la protonation des amines primaires (bPEI), secondaires (lPEI) et bPEI) et tertiaires (bPEI). 

Elles possèdent un bon pouvoir tampon (entre pH=4,5 et 7.5), intéressant pour la thérapie génique. Ceci est 

expliqué par un nombre important d’amines non protonées à pH=7,4. Dans l’endosome, l’effet éponge à 
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protons (expliqué au paragraphe II- 2.3.) des PEIs permet de déstabiliser la membrane endosomiale132, 133, et 

de libérer l’ADN dans le cytosol. 

 

La différence d’architecture entre la lPEI et la bPEI s’explique par deux voies de synthèse 

différentes. 

La bPEI est obtenue par polymérisation cationique par ouverture de cycles de l’aziridine (en masse, à 

basse température ou en solution aqueuse ou alcoolique134, 135). 

La lPEI est obtenue en deux étapes : 

- Par la polymérisation cationique par ouverture de cycles alkyloxazoline, 

- Puis par une hydrolyse, acide ou basique, des polyalkyloxazolines permettant d’obtenir des 

lPEIs136. La lPEI la plus utilisée, issue de la poly(ethyloxazoline) commercialement disponible,  possède une 

masse molaire de 22000 gmol-1. 

 

III-2. 3. 5. 1. 1  – Etude physico-chimique des PEIs  

 

Afin de connaître la densité de charge de la PEI (linéaire et branchée 25000 gmol-1) en fonction du 

pH, Mengarelli et al.137 ont utilisé la méthode de titration, à différentes concentrations en PEI (0,23 M et 

0,0465M). Cette étude a démontré que la densité de charge de la macromolécule dépend de la concentration 

en PEI. Mengarelli et al. ont montré qu’à pH physiologique, la solution de lPEI 25000 g.mol-1 à 0,0465M 

possède 12% d’ammonium tandis que celle à 0,23 M possède 14% d’ammonium. Ce faible écart de 

protonation s’accentue vers les pH acides (à pH 2, la lPEI de 0,0465M  possède 35% d’ammonium et la lPEI 

0,23molL-1 en a 40%). Ensuite, une comparaison du taux de protonation des deux PEI de masse molaire 

équivalente a mis en évidence qu’à pH physiologique, la lPEI 25000 g.mol-1, de concentration 0,23M, 

possède une densité de charge de 14% d’ammonium ;  tandis que la densité de charge de la bPEI 25000 

g.mol-1, dans les mêmes conditions, est plus élevée (40% d’ammonium), en accord avec des résultats 

préliminaires déjà reportés110, 138-140. 

 

III-2. 3. 5. 1. 2  – Complexation et taille des polyplexes 

 

Nous avons vu dans le paragraphe précédent que les lPEI et bPEI sont partiellement protonées à pH 

physiologique permettant ainsi la formation de complexe avec l'ADN par interaction électrostatique. La 

formation du polyplexe entre les PEI et le plasmide est conditionnée par le rapport N/P (nombre 

d’ammonium du vecteur sur le nombre de phosphate de l’ADN). Dans le tampon HEPES 10 mM à pH=7,4, 

l’équipe de Fischer a démontré que les bPEIs de haute masse molaire (25000 à 800000 gmol-1) permettent de 
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former des polyplexes bPEI/ADN de taille plus petite (environ 160 nm, pour le ratio N/P=6/1) que les bPEIs 

de faible masse molaire (environ 600 nm, pour le ratio N/P=6/1). Pour les bPEIs, quand le ratio N/P 

augmente, la taille des complexes ADN/bPEI diminue141, 142. L’équipe de Matar143 a démontré que les lPEIs 

de petite masse molaire (2500 à 10000 gmol-1) forment des polyplexes de petite taille (entre 100 et 150nm) 

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

Goula144 et al. réalisent leur étude de taille des complexes bPEI/ADN dans une solution aqueuse de NaCl 

15mM. Les auteurs forment les complexes lPEI 22000 g.mol-1/ADN directement dans la solution de NaCl. 

Ils indiquent que pour les ratio N/P= 2/1, 6/1, et 10/1 les complexes s’agrègent et forment des particules d’1 

µm.  

Dunlap et al. ont directement formulé les complexes bPEI/plasmide dans une solution aqueuse contenant 

150mM de NaCl145. Ils obtiennent des tailles de polyplexes entre 20 et 40 nm, pour un ratio N/P= 1,6/1 des 

complexes d’ADN formulés avec la lPEI (22000g.mol-1) ou la bPEI(25000g.mol-1), dans une solution saline 

à 15 mM et 150 mM. Szoka et al.146 ont mesuré la taille du complexe bPEI/ADN pour un ratio N/P=6/1. La 

taille du complexe est plus élevée que pour l’équipe de Dunlap, mais elle toujours inférieure à 100 nm.  

Dans une solution aqueuse de glucose 5%, l’équipe de Goula144 a démontré que la lPEI22KDa complexe 

totalement l’ADN pour un ratio N/P=2/1. Pour les ratios N/P de 2, 6 et 10, les tailles des particules se 

stabilisent entre 50 et 60 nm (concentration en plasmide de 10 à 500 µg/ml). La structure des polyplexes, 

régulière, forme des sphères ou des toroïdes (démontré par la microscopie à balayage de force atomique).  

 

 

III-2. 3. 5. 1. 3  – Transfection 

 

In vitro, la comparaison des tests de transfection sur les cellules 3T3 (Fibroblastes de souris) montre 

que la lPEI 22000 gmol-1 transfecte mieux que les bPEIs de haute masse molaire (de 25 000 g/mol à 800 000 

g/mol), pour les N/P optimaux, les complexes étant de taille proche de 160 nm. A noter que les lPEIs d’une 

masse molaire supérieure à 88 000 g/mol sont moins efficaces que les bPEIs de haute masse molaire147. La 

masse molaire optimale des PEIs pour la transfection se situe entre 700 et 25000 g/mol (figure 1-20)34, 148. 

Comparée à d’autres polymères, (poly(L-histidine), les polypropylimines, les PEIs modifiées ou le chitosane 

(cf. : figure 1-20)), la lPEI 22000 gmol-1 donne de meilleurs résultats en transfection141, pour les cellules 3T3. 

La lPEI (22000 gmol-1) est commercialisée sous le nom de jetPEITM par la société Polyplus ou 

ExGen500 par EUROMEDEX. Celles-ci sont souvent utilisées en tant que référence lors des tests de 

comparaison in vivo et in vitro avec les nouveaux polymères créés (polymères à base de PEI, PEG, 

PLL…)141, 142. 
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Figure 1-20 : Efficacité de différents polymères cationiques en transfection in vitro (les cellules 3T3 sont 
transfectées avec 2 mg de plasmide pCMV–Luc, complexé avec des vecteur au ratio optimal de transfection)141 

 

III-2. 3. 5. 1. 4  – Toxicité 

 

Dans un but d’injecter un maximum d’ADN (compris entre 50 µg et 100 µg), pour une transfection 

in vivo, il faut utiliser un ratio N/P minimum de 20. Cependant, à ce ratio, seule la bPEI est tolérée par les 

cellules 3T3, car elle est moins toxique que la lPEI34, 141. D’après Godbey149, la PEI présente deux sortes de 

toxicité pendant la transfection des cellules : 

- La première est liée à la PEI libre (non complexée à l’ADN). Le polymère qui est cationique, 

interagit avec les molécules de charge négative du sérum. Cela provoque une précipitation de la PEI libre qui 

adhère à la surface des cellules et déstabilise leurs membranes142. 

- la seconde est liée au complexe ADN/PEI. Après la libération de l’ADN dans le cytoplasme, la PEI 

peut interagir avec les organites cellulaires et inhiber le fonctionnement de la cellule34, 149. 
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L’équipe de Godbey a comparé la stabilité des complexes ADN/bPEI et ADN/poly(L-lysine) in vivo 

grâce au test de digestion par la DNase et par des mesures de fluorescence. La bPEI protège plus longtemps 

l’ADN que la poly(L-lysine) (PLL) (1 jour au lieu de 3 min)150. 

Il faut rappeler que les PEIs (linéaires et branchées) possèdent une toxicité équivalente à la PLL. 

L’équipe de Ficher utilise l’analyse de la déshydrogénase de lactate (LDH) pour étudier la toxicité des PEI.  

Ce test est effectué sur fibroblastes de la souris L929 dans un milieu Dulbecco/Vogt modifié par un 

minimum essentiel d’Eagle (DMEM  contenant 10% de sérum fœtal de veau, 2 mM de glutamine à 37°C, 

10% de CO2 et 95% d’humidité. D’après ce test, les bPEIs sont toxiques, pour une concentration supérieure à 

0,1 mg/ml, car les résultats obtenus au bout d’une heure apportent un taux de 55% en LDH. Cette 

cytotoxicité est confirmée par le test de cytotoxicité MTT : à une concentration ce 0,1 mg/mL, la bPEI 

engendrent une apoptose de 95% des cellules, au bout de 3 heures, entraînant la mort des souris151. 

En injection intraveineuse, la quantité de plasmide à injecter dans les souris ne peut dépasser 100 µg 

(souvent comprise entre 20 et 50 µg) car l’ADN est aussi toxique. Avec cette quantité d'ADN, la toxicité 

mesurée de la lPEI implique que le ratio maximal N/P utilisable en transfection intraveineuse ne peut 

excéder 20152, 153. 

Cette méthode de transfection  active plus rapidement le système immunitaire contrairement à une injection 

par aérosol. Ce deuxième protocole permet d’obtenir une faible toxicité chez les lapins. Après l’injection de 

300 µg de pCMV-Luc complexé à la lPEI (N/P=5), le test de la luciférase montre la présence d’une forte 

transfection dans les poumons79. 

  

Bien que l'utilisation de PEIs conduit à des résultats intéressants en transfection, elles sont très 

toxiques pour les organes. Actuellement, les recherches se tournent vers de nouveaux vecteurs synthétiques à 

base de bPEI et lPEI modifiées, pour diminuer la toxicité du polymère initial et augmenter le transfert de 

gène. 

 

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

 

Depuis plusieurs années, la PEI la plus utilisée est la bPEI, pour ses performances in vivo. De 

nombreux dérivés de ce polymère sont apparus pour diminuer sa toxicité. Peu de dérivés de la lPEI sont 

répertoriés dans la littérature. Nous allons donner dans  ce paragraphe l’ensemble des stratégies pour 

améliorer les performances des PEI en tant que vecteur synthétiques. 

Les PEIs ont premièrement été modifiées par des composés possédant des chaînes hydrophobes qui 

permettent une diminution de leur cytotoxicité et une amélioration de la délivrance de l’ADN dans les 

cellules154. Ces nouveaux polymères doivent garder un bon pouvoir complexant de l’ADN, en permettant la 
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formulation de nanoparticules de petite taille132 afin que les polyplexes puissent entrer facilement dans la 

cellule en utilisant les voies d’endocytose de la cellule29. 

 

III-2. 3. 5. 2. 1  – Les PEIs modifiées poly(éthyl oxazoline) 

 

Brissault et al. ont synthétisé les poly(éthyl-oxazoline-co-éthylènimine) (LP(EtOXZ-co-EI)), 

poly(ethylènimine-co-N-propyl-ethylènimine) (LP(EI-co-NPEI), poly(éthyl-oxazoline-co-N-

propyléthylènimine) (LPNPEI) (figure 1-21)136, 155. Ce travail avait pour objectif d’étudier les propriétés de 

transfection des dérivés de la lPEI en fonction de divers paramètres structuraux. 

Certains de ces polymères (LP(EI-co-NPEI) et LPNPEI) possèdent des amines tertiaires dont le pKa 

est inférieur à celui des amines secondaires de la lPEI. Ceci implique que le taux de protonation par 

macromolécule à pH physiologique est plus faible que pour la lPEI, empêchant une bonne complexation du 

plasmide. 
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Figure 1-21 : synthèse des copolymères LP(EI-co-PEI) et LNPEI 

 

La deuxième série de polymère synthétisée par Brissault et al.156 est composée de la 

poly(éthylènimine-co-N-(2-aminoéthyléthylènimine)) et de la poly(éthylènimine-co-N-(2-

diméthylaminoéthyl)éthylènimine) (figure 1-22). Ce travail consiste à étudier l’influence de la classe des 

amines sur la capacité des vecteurs synthétisés à transfecter l’ADN. L’efficacité du pouvoir tampon de ces 

polymères diminue avec l’augmentation du degré de substitution de la lPEI. Les amines tertiaires apportées 

par la modification de la lPEI diminue la basicité moyenne du polymère et donc réduit son effet éponge à 

protons. 
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Figure 1-22 : synthèsede des copolymères  poly(éthylènimine-co-N-(2-aminoéthylènimine) (A) et la 
poly(éthylènimine-co-N-(2-diméthylaminoéthyl)éthylènimine)(B) 

 

L’expérience de gel retard montre que tous ces polymères136 sont capables de complexer l’ADN. 

Mais comparés à la lPEI, il faut augmenter le ratio entre ces polymères et l’ADN pour obtenir  une 

complexation totale du plasmide (le ratio vecteur/ADN w/w varie de 1/1 à 15/1 selon les polymères). Cette 

augmentation s’explique par la diminution du taux de protonation par macromolécule à pH=7,4 provoquée 

par la modification de la lPEI. Toutefois, les tailles des complexes sont du même ordre de grandeur (75nm) 

et le potentiel zêta reste positif (environ +20 mV), quelle que soit la nature des amines (secondaires ou 

tertiaires) sur les vecteurs.  

La poly(éthylènimine-co-N-(2-aminoéthylenimine) possède les mêmes taux d’amines que la bPEI 

tout en étant linéaire. Les auteurs se sont affranchis de l’effet d’architecture du polymère.  Les résultats de 

transfection de ce copolymère sont similaires à la bPEI, permettant de déduire que l’architecture est un 

paramètre important et qu’il faut mieux utiliser des polymères linéaires. 

Les autres polymères136 apportent de moins bons résultats de transfection que la bPEI 25 000 gmol-1 

et la lPEI 22 000 gmol-1 sur les cellules de carcinome hépatocellulaire humaines (HepG2). La présence des 

groupements propyle réduit la transfection. 

Malgré des résultats décevants en transfert de gène, ces études ont démontré que les vecteurs (quels que 

soient leurs taux de modification de la lPEI), possèdent un comportement proche de la lPEI 22000 g.mol-1. Il 

semble donc que la topologie et la flexibilité du vecteur soient des paramètres plus importants que la classe 

des amines portées par les polymères utilisés en tant que vecteurs.  
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III-2. 3. 5. 2. 2  – Les Poly(éthylènimine)-co-poly(éthylène glycol) PEIs-PEG 

 

La synthèse de la lPEI-b-POE à été réalisée par Brissault157 et al. Dans un premier temps, une 

copolymérisation cationique est effectuée entre l'éthyle oxazoline et le méthyle oxazoline (une 

copolymérisation est effectuée pour diminuer les réactions de transfert et accroître la Mn du bloc 

alkyloxazoline) avec pour amorceur du poly(oxyde d’éthylène-α-méthoxy-ω-4-toluène sulfonate) de masse 

molaire 2000 g.mol-1. La réaction est réalisée dans l’acétonitrile à 82°C. Ensuite, le copolymère statistique à 

base d'oxazoline est hydrolysé totalement par hydrolyse basique. Cette hydrolyse coupe les résidus éthyle et 

méthyle de la poly(éthyloxazoline-co-méthyloxazoline) afin d'obtenir la lPEI (figure 1-23). Le poly(oxyde 

d’éthylène)157 permet d’accroître la solubilité dans l'eau à pH élevé du segment polyamine et peut permettre 

une stabilisation stérique dans le cas de formation de polyplexes avec l'ADN. 
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 Figure 1-23 : Synthèse du poly(EG-b-EI) 

 

Le poly(EG-b-EI)157 (lPEI 20kDa) complexe totalement l’ADN pour un ratio (w/w) poly(EG-b-

EI)/ADN de 2, plus élevé que dans le cas de la lPEI 22kDa (w/w=0,75). La formulation du complexe 

poly(EG-b-EI)/ADN dans de l’eau contenant 5% de glucose donne des particules de taille de 70 nm, plus 

petite que la taille des complexes lPEI 22000gmol-1/ADN (100 nm) (pour un ratio poly(EG-b-EI)/ADN 

w/w=62,5/25) . Toutefois, la présence de sel (Na Cl 150 mM) fait augmenter le diamètre des polyplexes 

jusqu’à 1 µm (ratio w/w=62,5/25). Malgré l’utilisation de PEG, le potentiel zêta de ces particules est positif, 

impliquant une localisation de fragment de PEI en surface du polyplexe. 

Les études, in vitro, du poly(EG-b-EI)157 sur des cellules embryonnaires de rein humaines (HEK293) et 

HepG2 montrent que ce nouveau polymère donne les mêmes résultats en transfection et en cytotoxicité que 
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la lPEI. Pour mettre à profit les propriétés du PEG, celui-ci doit recouvrir l’extérieur de la particule. De ce 

fait, il doit être introduit après la formation du complexe lPEI/ADN. 

 

III-2. 3. 5. 2. 3  – Les PEIs-cyclodextrines 

 

Bien que l’équipe de Davis ait démontré que l’utilisation des cyclodextrines (CDs), permette 

d’obtenir des vecteurs très peu toxiques, pour le transfert de gène, les polyamines-CD synthétisées apportent 

des résultats un peu décevants en transfection par rapport à la poly(éthylènimine) branchée (bPEI)129, 158. De 

ce fait, l’équipe a changé de stratégie en greffant les CDs directement sur la bPEI159, 160, par une 

monomodification de la CD par une fonction tosyle, réagissant ensuite sur la bPEI (figure 1-24). Les bPEI-

CD permettent une fonctionnalisation non covalente des polyplexes par des fonctions de furtivité ou de 

ciblage : la cavité de la CD peut former un complexe d’inclusion avec une molécule d’adamantane 

fonctionnalisée par une chaîne de poly(éthylène glycol) (furtivité), ou un ligand (galactose, folate, 

transferrine pour le ciblage). Les ligands sélectionnés sont spécifiques des organes visés (foie, poumon…)159. 

Cette approche originale permet d’obtenir un système supramoléculaire extrêmement versatile.   

Pun et al.160  ont modifié à la fois la bPEI 25000 g.mol-1 (figure 1-24A) et la lPEI 25000 g.mol-1 (cf. : 

figure 1-23B) par du 6-monotosyl-β-cyclodextrine, par une réaction de substitution nucléophile. Pun et al. 

montrent que pour un taux de greffage de 12% en CD, la bPEI-CD160 retarde complètement l’ADN pour un 

ratio N/P de 10, alors que la lPEI-βCD forme des agrégats ne permettant pas la transfection de cellules. Pun 

et al. démontrent aussi qu’en solution aqueuse contenant 150 mM de NaCl, la taille des polyplexes bPEI-

βCD/ADN et lPEI-βCD/ADN est d’environ 300 nm. La présence de PEG-adamantane, permet de garder une 

taille de particules constante de 150 nm, en présence de sel. In vitro, l’augmentation du taux de greffage 

en CD sur la bPEI réduit l’efficacité du transfert de gène. 
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Figure 1-24 : Synthèse de la bPEI 25000 gmol-1-ββββCD et de la lPEI25000 gmol-1-ββββCD 

 

Pun et al. ont déterminé l'IC50 du vecteur à base de CD. D’après ce test,  la bPEI possède un IC50 

d’environ 0,5 mM (concentration exprimée en fonction amine portée par le polymère) alors que la bPEI-CD 

8% et bPEI-CD 16% possèdent respectivement un IC50 de 1,6 mM et de 6,7 mM en fonctions amine, plus 

élevé, indiquant une diminution de la cytotoxicité du vecteur.  

 

Forrest161 s’est lui aussi intéressé à la modification de la bPEI 25000 g.mol-1 par de la cyclodextrine 

tosylée, selon la même méthode que Pun (figure 1-24B). Les complexes vecteur/ADN sont réalisés dans 20 

mM de tampon PIPE (tampon pipérazine-N, N'-bis (2-éthanesulfonique) et 150 mM de NaCl (pH=3). Les 

vecteurs CD-bPEI complexent totalement l’ADN à partir d’un ratio vecteur/ ADN en poids de 0,7/1 

(N/P=3,1/1), plus élevé que pour le bPEI 25000 g.mol-1 (w/w=0,3/1) et la détermination du potentiel zêta 

montre que ces polyplexes sont neutres. La taille des complexes de bPEI-CD/ADN se situe entre 100 et 200 

nm dans le tampon PIPE/NaCl, pour un ratio CD-bPEI/ADN (w/w)=2/1.  

Forrest fait remarquer qu'in vitro, la bPEI 25000-βCD permet une délivrance de gène légèrement 

supérieure (5.101 ng de luciférase/ g totale de protéines) à celle de la bPEI 25000 g.mol-1 (1.101 ng de 

luciférase/ g. totale de protéines), pour les cellules embryonnaires de rein humaines (HEK293). 

L'interprétation de ce résultat est que la présence de la βCD aide la déstabilisation de la paroi de l’endosome 

en formant des complexes d’inclusion avec le cholestérol composant la membrane. 

Les tests cytotoxicité MTT sur les cellules HEK293 montrent une réduction de l’activité métabolique 

des cellules en présence de bPEI de 50% (pour une concentration de 15µg/mL), alors qu’à la même 

concentration, l’activité métabolique des cellules, en présence de la bPEI 25000-βCD, reste identique au 

témoin (cellules seules). 
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Depuis 2006, Tang et al. greffent des dérivés de βCD17 et des γCD162 sur des poly(éthylènimines) de 

faible masse molaire (600 g.mol-1) (figure 1-25). 
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Figure 1-25 : Synthèse de la bPEI-ββββCD-peptide et de la bPEI-γγγγCD-peptide162 

 

 L’équipe de Tang a démontré que leurs polymères, la bPEI-γCD et la bPEI-γCD-peptide complexent 

totalement l’ADN à partir d’un ratio N/P de 6 :1. Au ratio N/P=40, la taille du complexe est de 150 nm et le 

potentiel zêta de 23 mV. La taille du polyplexe bPEI-γCD-peptide/ADN est la même que celle du complexe 

bPEI-γCD/ADN (150nm).  

In vitro, les polyplexes bPEI-γCD162/ADN et bPEI-γCD-peptide/ADN transfectent mieux les cellules 

d’adénocarcinome ovarien humain (SKOV-3) que la bPEI 25000 gmol-1. Ces molécules ne sont pas toxiques. 

Pour un ratio N/P=120, toutes les cellules transfectées sont viables. In vivo, les résultats du transfert de gène 

ne dépassent pas 5.105 RLU/mg de tissus, pour les cellules SCKOV-3, qui ont été transplantées dans 

l’aisselle droite des souris athymiques pour établir les modèles de tumeur. L’équipe de Tang a observé une 

diminution de la cytotoxicité des vecteurs en utilisant de faibles masses molaires de bPEI. Ces résultats 

confirment ces premières remarques, concernant la modification de bPEI de faible masse molaire par la 

βCD17.  

Le vecteur synthétisé par Tang est intéressant car il est hydrosoluble et biodégradable dans les 

conditions physiologiques, permettant son élimination de la cellule.  
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III-2. 3. 5. 2. 4  – Les PEIs acétylées 

 

L’équipe de Pack163, 164 a acétylé la bPEI 25000 g.mol-1 (figure 1-26) dans le but d’augmenter la 

transfection et de diminuer la cytotoxicité de la bPEI. Les amines primaires et secondaires de la bPEI 25000 

g.mol-1 sont acétylées par de l'anhydride acétique. La capacité tampon du polymère diminue avec 

l’augmentation du taux de greffage en substituants acétyle. Cet effet est associé à la diminution du nombre 

des amines primaires et secondaires par macromolécule mises en jeu lors de l’acétylation de la bPEI. 
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Figure 1-26 : réaction d'acétylation sur les amines primaires (A) et les amines secondaires (B) de la bPEI à 60°C 
durant 4 heures164 

 

L’équipe de Pack utilise l’expérience du gel retard pour montrer la complexation de l’ADN avec les 

bPEI-Ac par l’absence de migration du complexe vers la cathode. Ce test informe que les polymères acétylés 

(bPEI-Ac) complexent totalement l’ADN pour un ratio vecteur/plasmide (w/w) de 0,5/1 (complexe bPEI-

Ac34/ADN, N/P=2,3), plus élevé que pour la bPEI (w/w=0,17/1 donc N/P=1,35), et ce ratio augmente avec 

degré d’acétylation (w/w=1.7 pour le complexe bPEI-Ac100/ADN). La modification de la bPEI fait 

disparaître des amines primaires et secondaires au profit de fonctions amide. De ce fait, pour un même ratio 

N/P=1,35, les bPEI-Ac sont moins chargées à pH=7,4, défavorisant la complexation avec le plasmide. 

D’après Dooby165, le choix des chaînes hydrophobes est important car les chaînes pendantes courtes (acétyles 

et butanoïques) améliorent l'efficacité de complexation de l’ADN. 

Les polyplexes bPEI acétylées/ADN sont formulés dans 20 mM de tampon PIPES, pH=7,4, 

contenant 150 mM de NaCl. Le diamètre des complexes, plus élevé que celui des complexes bPEI/ADN 

(entre 40 et 60 nm), varie entre 80 et 250 nm (ratio vecteur/ADN (w/w)=2/1), selon le degré de modification 

de la bPEI (entre 15 et 97%). Pour la bPEI-Ac modifiée à 97% et 100% (greffage des amines primaires et 

secondaires), la taille des complexes varie entre 450 et 750 nm. A ce ratio (w/w)=2/1, le potentiel zêta de la 

bPEI-Ac se situe entre 8 et 11 mV, alors que celui de la bPEI 25000g.mol-1 (N/P=15) est plus élevé (15 mV). 

Cette diminution est associée à la diminution d'unités amine protonables par macromolécule. 

Les auteurs ont observé que la transfection in vitro, sur les cellules musculaires squelettiques de souris 

(myoblastes, C2C12) et les cellules d’adénocarcinome du sein humaines (MDA-MB-231), augmente avec le 

taux croissant d'acétylation jusqu’à un optimum (respectivement 1*104 et 5*104 RLU/µg de protéines), 
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obtenu pour les bPEI-Ac modifiées par 43% et 57% de chaînes acétyles163, 164. Les bPEI-Ac possédant un fort 

taux en groupements acétyle (> à 57%) ne transfectent plus les cellules. Forrest et al. ont montré que la 

présence du sérum diminue l’efficacité du transfert de gène, pour les bPEI-Ac (1.104 et 5.103 RLU/µg de 

protéine au lieu de 5*104 RLU/µg de protéine pour les bPEI-Ac 43% et bPEI-Ac 57%). La transfection est 

possible en présence de sérum car les groupements acétyle réduisent la charge de surface de la bPEI, 

diminuant ainsi les interactions électrostatiques entre les complexes et les protéines du sérum. 

L’étude de cytotoxicité, réalisée sur les bPEI-Ac, montre qu’à une concentration de 50 µg/ml en 

polymère, toutes les bPEI-Ac sont moins toxiques que la bPEI. 

 Il est donc intéressant de greffer des chaînes acétyles sur la bPEI car elles améliorent le transfert de 

gène et diminuent la toxicité du polymère. 

 

Nimesh et al.166 ont réalisé un gel physique, donc dynamique, par mélange de  la bPEI 750000 g.mol-

1 acétylée (bPEI-Ac) et de poly(éthylène glycol) bis phosphate (PEG-bis-P), (figure 1-27). L'objectif est 

d'utiliser le PEG pour rendre furtif des nanoparticules à base de ce gel et l'ADN. L'approche gel physique est 

utilisée afin de permettre au système auto-associé de se réorganiser en présence d'ADN de manière à générer, 

de façon ultime, des nanoparticules cœur-couronne, constituées d'un polyplexe ADN-PEI entouré d'une 

couronne de PEG. 
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Figure 1-27 : Synthèse de la bPEI acétylée, puis association du PEG-bis-phosphate166 

 

Les amines primaires et secondaires de la bPEI  sont acétylées, soit par de l’anhydride acétique, de 

l’anhydride propionique ou de l’anhydride butyrique pour examiner les effets de la longueur de la chaîne 

acétyle sur les interactions physiques et l’efficacité de transfection. Il est important de signaler que les 

auteurs n’ont pas déterminé le diamètre de leurs particules de gel avant de le complexer au plasmide. 
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La titration de la bPEI-Ac-PEG montre une réduction du pouvoir tampon de la bPEI 750000 g.mol-1, 

impliquant une tendance de protonation des gels de bPEI qui se réduit de manière significative selon le taux 

d’acylation, engendrant la perte de groupes aminés disponibles pour la protonation, au pH physiologique 

(pH=7,4). 

Les auteurs ont montré par migration sur gel retard que le gel bPEI-Ac/PEG complexe totalement 

l’ADN pour un ratio vecteur/ADN de 5/0,5 (w/w), quelle que soit la longueur de la chaîne acétyle, alors que 

la bPEI complexe l'ADN à partir du ratio bPEI/ADN de 0,15/0,5 (w/w). La nécessité d'une grande quantité 

de vecteur chimique est expliquée à nouveau par une diminution d'unités cationiques par macromolécule, et 

l'interaction entre la bPEI-ac et le PEG di phosphate. 

Les auteurs démontrent que la longueur des chaînes acétyles utilisées (acétyle, propionique et butyrique) n’a 

pas d’influence sur la taille des polyplexes bPEI-Ac-PEG/ADN, évaluée à environ 100 nm, en milieu 

aqueux. En comparaison, les complexes bPEI/ADN166 sont plus volumineux. La formulation des polyplexes 

dans un sérum ne change pas la taille des particules. 

La présence des chaînes acétyles entraîne une diminution du potentiel zêta du polymère, qui  reste positif lors 

d'une formulation avec un plasmide. 

Nimesh et al. ont montré que la transfection in vitro du polyplexe bPEI-Ac-PEG/ADN est 5 à 12   fois plus 

importante que celle du complexe bPEI-Ac/ADN.  

D’après le test de cytotoxicité MTT, le réseau bPEI-Ac-PEG est peu toxique. La concentration tolérée par les 

cellules de ce vecteur est de 187 µg/ml, plus élevée que celle des bPEI-Ac de Forrest (25µg/ml). Le PEG 

permet aussi de diminuer la toxicité du vecteur. 

L’idée d'interaction physique entre la bPE-Ac et le PEG est intéressante car elle diminue le diamètre des 

particules, et la toxicité du vecteur. 

 

III-2. 3. 5. 2. 5  – Les PEIs-alkylée-carboxyle 

 

L'équipe d’Okuee a modifié la bPEI (10000 g.mol-1 et 25000 g.mol-1)167, 168 par un composé 

carboxylique (figure 1-28), afin de créer un nouveau vecteur dans l'objectif de transfecter les neuroblastomes 

(Neuro2A), par des siARN (small interfering ARN). Bien que les siARN soit des macromolécules 

sensiblement différentes des plasmides, qui nous intéressent dans ce travail, il est possible de tirer de cette  

étude des renseignements pertinents pour le transfert de gène. 

Le greffage de l’acide 1-bromoacétique sur la bPEI est effectué par la réaction d’alkylation 

entraînant une disparition d'une fraction de fonctions amine primaire et secondaire au profit de fonctions 

amines secondaires et tertiaires. Cela réduit l’efficacité tampon du polymère initial. Les auteurs proposent 

que l’augmentation du taux de greffage réduise le pouvoir tampon du polymère initial tout en permettant une 

augmentation de la solubilité des complexes bPEI-carboxylate/siARN. 
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Figure 1-28 : réaction d'alkylation de la bPEI167, 168 

 

Les polymères faiblement carboxylés (6-8 %)167, 168 complexent les siARN à un ratio polymère 

cationique/siARN de 6/1 (w/w) pour la bPEI 10000 g.mol-1 carboxylate et de 2/1 pour la bPEI 25000 g.mol-1 

carboxylate. A pH physiologique, ce polymère possède une fraction de charges négatives équivalente au taux 

de greffage en unités alkylcarboxylate. Ceci entraîne une diminution du pouvoir complexant de ce polymère 

vis à vis des siARN dans un tampon HEPES 20 mM. Le rapport massique nécessaire à la complexation totale 

de siARN est donc bien supérieur à celui nécessaire dans le cas d'utilisation de bPEI de même masse molaire, 

et dans les mêmes conditions. Les bPEI possédant un fort taux de fonctions carboxylate par macromolécule 

ne complexent pas les siARN. 

La taille des polyplexes formés avec les bPEI carboxylate est de 30 nm (bPEI 25000 g.mol-1 6% carboxylate) 

et de 195 nm (bPEI 10000 g.mol-1 8% carboxylate) pour un ratio vecteur/ADN w/w=2/1 dans un tampon 

HBG, pH=7,2 ; contenant 20mM d’HEPES et 5% de glucose. Les bPEI faiblement modifiées possèdent un 

potentiel zêta positif à pH=7,4, et complexent efficacement le polyanion. Globalement, nous pouvons 

imaginer qu'un faible taux de substitution des fonctions éthylène imine par les unités carboxylate induit des 

interactions électrostatiques attractives intramoléculaires, pouvant induire un phénomène de condensation du 

vecteur chimique. Les unités cationiques restantes participent à la formation de polyplexe avec l'ADN 

plasmidique. Pour un taux de substitution en fonctions carboxylate supérieur à 50%, alors le potentiel zêta du 

polymère devient négatif, empêchant toute interaction attractive avec l'ADN.  

Oskue et al. réalisent des tests in vitro sur des cellules du neuroblastome de souris (Neuro2A), cultivées dans 

un milieu Dulbecco/Vogt modifié par un minimum essentiel d’Eagle (DMEM). Les polyplexes sont préparés 

dans le tampon HBG, pour des ratios entre w/w= 2/1 et 8/1. Quelque soit le ratio, les bPEIs carboxylées 

(bPEI 1000 g.mol-1 et 25000 g.mol-1)167, 168 (figure 1-29) transfectent autant les cellules Neuro2A que la bPEI 

25000 g.mol-1. Les auteurs remarquent une diminution de la toxicité des polyplexes bPEI-carboxylate/ADN 

avec l’augmentation du taux de greffage de la PEI et suggèrent que cette diminution est corrélée à la 

présence des fonctions carboxylate sur le polymère. 
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Les auteurs montrent que la bPEI-carboxylate n’apporte aucun avantage sur la transfection. Cependant, ils 

sont moins toxiques que les bPEI non modifiées, ce qui ouvre la voie à de nouveaux polymères cationiques, 

peu toxiques. 

 

Une modification ultérieure de la bPEI-carboxylate par des oligoamines (spermine, spermidine...)169 

a été conduite par amidation de façon à apporter des amines primaires supplémentaires et éliminer une 

fraction de charges négatives apportées par les fonctions carboxylate (figure 1-29). La présence des 

oligoamines augmente à nouveau la capacité tampon du polymère, grâce aux amines primaires des résidus 

greffés, et leur pouvoir tampon se rapproche de celui de la bPEI 10000 g.mol-1. 
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Figure 3-29 : synthèse de la bPEI carboxylate oligoaminée par réaction d'amidation 

 

Le greffage d'une fraction d'amines primaires sur les bPEI-carboxylate-oligoamines169, améliore la 

complexation du SiARN (ratio vecteur/SiARN  (w/w=4/1), se rapprochant de celui de la bPEI non modifiée, 

selon le degré de substitution des fonctions carboxylates. L’étude de la taille des complexes bPEI-

carboxylate-oligoamine, réalisée dans un tampon HBG, pH=7,2, contenant 20mM d’HEPES et 5%de 

glucose, montre qu’au ratio w/w=6/1, le diamètre de ces polyplexes (57-97 nm) est inférieur à celui des 

complexes de bPEI 10000 gmol-1 carboxylate (195 nm). 

L’étude du potentiel zêta de ce nouveau polymère bPEI-carboxylate-oligoamine (75% en oligoamine, 

quelque soit le taux de modification de carboxylate sur la bPEI), montre que la b-PEI-carboxylate-

oligoamine possède des valeurs sensiblement identiques à la bPEI 10000 g.mol-1, et donc plus élevées que la 

bPEI-carboxylate. L’augmentation du potentiel s’explique par la diminution des fonctions carboxylate qui 

neutralise les charges positives des amines.  

Dehshahri et al. réalisent des tests in vitro sur des cellules Neuro2A, cultivées dans un milieu DMEM. Les 

polyplexes sont préparés dans le tampon HBG, à différents ratios w/w. Les auteurs remarquent que la bPEI-

oligoamine169 donne les meilleurs résultats de transfection pour le ratio polymère/siARN de 6/1. Cependant, 
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ils observent aussi une nouvelle augmentation de la cytotoxicité ; et suggèrent que la diminution des 

fonctions carboxylate, provenant du greffage des oligoamines, en est la raison. 

Cette étude montre que la conception d'un nouveau vecteur pour le transfert de gène résulte d'un équilibre fin 

entre les fonctions amine protonées à pH 7,4 impliquées dans l'interaction et la condensation de l'ADN, 

fonctions amines permettant de générer un pouvoir tampon important pour le relargage de l'ADN dans le 

cytosol, et enfin les fonctions anioniques telles que les fonctions carboxylate, outil de stabilisation des 

polyplexes dans le sérum physiologique, et apparemment facteur de diminution de toxicité. 

 

III-2. 3. 5. 2. 6  – Les PEIs-sucres 

 

La délivrance des gènes est limitée principalement par un manque de vecteurs susceptible de cibler 

l'ADN médicament vers des organes bien définis. Depuis quelques années, il est apparu des vecteurs pouvant 

cibler des cellules spécifiques. La littérature rapporte un certain nombre d'exemples utilisant des sucres 

comme ligands de récepteurs membranaires cellulaires. Le paragraphe suivant traitera des propriétés 

qu’apporte le greffage de glycosides aux bPEIs, en termes de ciblage, de transfection et de cytotoxicité.   

 

III-2. 3. 5. 2. 6. 1  – Greffage de sucres sur la PEI 

 

Zanta et al.170 ont modifié la bPEI 25000 g.mol-1 par 5% de galactose, afin de cibler les récepteurs 

ASGPR. Il a modifié la bPEI par du galactose en utilisant une réaction d’amidation réductrice. La présence 

du galactose sur la bPEI défavorise la complexation du vecteur avec le plasmide (une complexation totale de 

l'ADN est obtenue pour des ratios N/P=3/1 au lieu de N/P=2 pour la bPEI initiale), et entraîne la formation 

de particules de taille polydisperse, entre 100 et 400 nm. Pour des ratios vecteur/ADN de N/P inférieur à 5/1, 

la bPEI-galactose 5% transfecte aussi bien, voire mieux que la bPEI, les cellules embryonnaires de foie de 

souris (BNL CL2) et HepG2. Au delà du ratio N/P=5/1, l'activité de transfection diminue et deviens 

identique à celle de la bPEI.  

 

 Kunath135 a modifié la bPEI par le lactose en variant les taux de greffage pour obtenir un polymère 

qu’il nomme la bPEI-galactose (bPEI-gal ou GP) par une réaction d’amidation réductrice (figure 1-30). Le 

taux de modification maximal du polymère est de 31% de fonctions amine, ce qui correspond aux amines 

primaires de la bPEI 25000 g.mol-1. 
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Figure 1-30 : Synthèse de la bPEI-gallactose 

 

La substitution de la bPEI par du galactose135 (figure 1-30) influence la complexation de l'ADN. Selon le 

degré de substitution des bPEIs, 3,5%, 9,7% et 31%, le gel retard montre que l’ADN est totalement 

complexé par les vecteurs pour des ratios N/P= 2,2 (bPEI-gal 3,5%), et N/P=2,6 (bPEI-gal 9,7% et 31%) ; 

Les diamètres des particules au ratio N/P=6,7/1, dépendant du degré de substitution de la bPEI-gal, sont 

respectivement de 487 nm, 468 nm et 652 nm pour les complexes formés avec les bPEI-gal 3,5%, 9,7% et 

31%. Ces tailles, déterminées dans une solution aqueuse NaCl 150 mM, pH=7,4, sont bien supérieures aux 

tailles des polyplexes de bPEI/ADN (156 nm). 

Les tests de transfection in vitro sur les cellules HepG2, de polyplexes à base de  bPEI-gal, formulés dans 10 

mM de sérum de bœuf fœtal,  montrent que le transfert de gènes est moins élevé (inférieur de 20 à 24%) que 

pour la bPEI 25000 g.mol-1. 

Kunath et al. démontrent par l’analyse de la déshydrogénase de lactate (LDH) et le test de cytotoxicité MTT 

que la cytotoxicité des polymères, réalisée sur des fibroblastes de souris, dépend du degré de substitution de 

la bPEI. A une concentration donnée (0,05 mg/ml) et au bout de 24h, la bPEI-gal 31%135 est moins toxique 

(80% de cellules viables) que la bPEI et les bPEI-gal 3,5% (0% de cellules viables). Ces auteurs attribuent la 

diminution de la cytotoxicité à la présence des résidus galactosylé, fixés sur les amines primaires. 

Bettinger et al.141 modifient la bPEI 25000 g.mol-1 par un tétraglucide pour stabiliser les complexes 

et permettre à celui-ci de transfecter les hépatocytes à l’aide de récepteurs ASGPR. La synthèse est réalisée 

par la même méthode (figure 1-30) que Zanta170 et Kunath135.  

Les polyplexes sont construits en solution aqueuse 150 mM NaCl à un ratio N/P de 5, permettant 

l'obtention de nanoparticules de diamètre entre 50 et 80 nm. Le potentiel zêta de ces particules est compris 

entre 0 et 10mV, bien inférieur à celui de la bPEI (ζ=15mV). Cette observation est un argument quant à la 

présence des tétragalactoses en périphérie des nanoparticules ainsi formées. Les tests de transfection in vitro 
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des polyplexes lPEI-tétragalactose/ADN montrent un transfert de gène efficace pour les cellules BNL CL2 et 

HepG2 possédant des récepteurs au galactose, ASGPR. 

 

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

 

L’équipe de Wong22 a amorcé  la polymérisation de l’aziridine par le chitosane de façon à obtenir des 

chaînes pendantes de PEI branchée possédant des masses molaires de 200 ou 7400 g.mol-1 (figure 1-31). 

L'objectif est l’obtention d’un polymère biocompatible et biodégradable possédant les propriétés de la bPEI 

et celles du chitosane. 
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Figure 1-31 : Synthèse de le bPEI -g-chitosane 

 

La bPEI (7400 g.mol-1)-g-chitosane22 retarde complètement l’ADN à un ratio N/P identique à celui 

de la bPEI 25000 g.mol-1 (N/P=2,5/1), probablement dû à la configuration allongée de la bPEI-g-chitosane 

linéaire. 

Pour un ratio N/P de 10/1, les polyplexes bPEI-chitosane/ADN, formulé dans une solution aqueuse, possède 

de larges diamètres de particule (182-405 nm), supérieur à celui communément admis pour des expériences 

de transfert de gène. L’étude du potentiel zêta montre que le polyplexe est faiblement positif (2 mV) au ratio 

N/P=10/1. Ce potentiel augmente avec les ratios N/P mais ne dépasse pas les 10 mV (N/P=10/1). 

Les tests de transfection conduits in vitro sur les cellules cancéreuses d’utérus humain (HeLa), cultivées dans 

un milieu DMEM, ont été effectués. Les complexes bPEI-g-chitosane/ADN (N/P=40/1), formulés dans 

10mM de sérum de bœuf fœtal, conduisent à des niveaux de transfert de gène de 6.109 RLU/mg de protéines, 
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supérieurs à ceux obtenus pour la bPEI 25000 g.mol-1. Des expériences concluantes de transfection assistées 

par la bPEI-g-chitosane ont aussi été obtenues sur HepG2 (1.109 RLU/mg de protéines). 

Le test de cytotoxicité IC50 de la PEI-g-chitosane a été conduit sur les cellules HeLa et une concentration de 

97,3 µg/ml de polymère permet encore un ratio de 50% de cellules viables, alors que ce taux n'est conservé 

que pour 13,7 µg/ml dans le cas de la bPEI 25000 g.mol-1. 

Ces auteurs ont fait l'hypothèse que le chitosane confère au polymère une nature biodégradable, qui n'a pas 

été démontrée, mais ce point pourrait être à l'origine de la faible toxicité de ce polymère. Bien que délicate, 

la stratégie de "grafting from" présente l'avantage d'une large variation de la masse molaire des bPEI sur les 

chaînes de polysaccharide. 

 

III-2. 3. 5. 2. 7  – Les PEIs-sucres modifiées 

III-2. 3. 5. 2. 7. 1  – La bPEI galactose poly(vinyl pyrrolidone)  

 

L’équipe de Cook171 a fixé le poly(vinylpyrrolidone) sur la bPEI-galactose. L’utilisation du 

poly(vinylpyrrolidone) est intéressante car ce polymère possède les propriétés de stabilisation stérique du 

poly(éthylène glycol), et possède une durée de vie plus longue dans le sang que le PEG172, 173. Afin de 

conférer à ce polymère un caractère de ciblage, ces auteurs ont aussi greffé le galactose sur la chaîne. La 

bPEI-gal (figure 1-32) est synthétisée par une réaction d’amination réductrice entre la bPEI et le galactose, 

puis le poly(vinyl pyrrolidone) monocarboxylique est greffé, par une réaction ultérieure d’amidation entre 

l’acide carboxylique du greffon et l’anime de la bPEI-gal. Cook synthétise trois polymères bPEI-Gal-PVP 

(ou GPPx) en modifiant le taux de modification en PVP de 4% (GPP4), 6% (GPP6) et 7,5% (GPP7,5). 
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Figure 1-32 : Synthèse de la bPEI-Gal-PVP ou GPP (x=29, y=44, z=121) 
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La formation des complexes GPPx/ADN est réalisée dans le tampon phosphate salin BPS 10 mM 

(pH=7,4, 150mM NaCl). L’expérience sur gel retard informe que les trois polymères possèdent une force 

d’interaction vecteur/ADN plus faible que la bPEI, en retardant l’ADN à partir d’un ratio de charge de 5. 

Les auteurs mesurent les tailles des polyplexes GPPx/ADN dans une solution aqueuse, pH=7,4 et observe 

leur diminution avec l'augmentation de proportion de charge (N/P=40/1) et une diminution de contenu de 

PVP dans le copolymère (pour GPP4). Dans le tampon BPS à pH=7,2, au ratio N/P=40/1, les auteurs 

montrent une augmentation de taille (de 100 nm (GPP4) à 150 nm (GPP7,5)) par rapport à la solution 

aqueuse (60nm (GPP4) à 100 nm (GPP7,5)). Les tailles mesurées par Cook et al. sont plus petites que celles 

pour le complexe bPEI/ADN (260nm). 

L’association du PVP sur la lPEI fait diminuer le potentiel zêta des particules de 30 mV pour la bPEI à 

environ 20 pour les GPPx ; ce qui peut s’expliquer par la présence d’une partie des chaînes PVP à l’extérieur 

du polyplexe. 

Les études de transfection in vitro sont réalisées sur des cellules HepG2 et HeLa cultivées dans le milieu 

DMEM. Pour un ratio N/P= 40/1, seuls les complexes GPP4/ADN (formulés dans 10 mM de sérum de bœuf 

fœtal) permettent des résultats supérieurs à ceux mesurés dans le cas de la bPEI 25000 g.mol-1 sur les cellules 

HepG2 (8.109 RLU/mg de protéines pour la GPP4 et 1.109 RLU/mg de protéines pour la bPEI). Les résultats 

de transfection de GPP4/ADN et bPEI sont équivalents sur les cellules HeLa. 

Les auteurs réalisent des tests de viabilité sur les cellules HepG2 et HeLa, au bout de 24 heures. Pour une 

concentration donnée (200µg/mL), pour les cellules HepG2, la GPP4 est plus toxique (60% de cellules 

viables) que les GPP6 et GPP7,5 (100% de cellules viables)170. Cook et al. ont remarqué que la GPP4 est 

beaucoup plus toxique pour les cellules HeLa (à partir de 50µg/ml) que pour les cellules HepG2. Ils 

remarquent que la cytotoxicité des complexes est influencée par le taux de modification en poly(vinyl 

pyrrolidone). 

La présence de la poly(vinylpyrrolidone) permet de diminuer considérablement la cytotoxicité du vecteur (à 

partir de 6% de substitution en PVP) et apporte aussi des résultats satisfaisants en transfert de gène, par 

rapport à la bPEI.   

 

III-2. 3. 5. 2. 7. 2  – Le bPEI-chitosane-PEG 

 

L’équipe de Jiang174 a greffé la bPEI-chitosane (CHI-g-bPEI 25000 g.mol-1) par un poly(éthylène 

glycol) galactosylé (Gal-PEG) terminal, téléchélique pour transfecter spécifiquement les cellules hépatocytes 

(figure 1-33), grâce à la présence du galactose. Les auteurs utilisent aussi le PEG pour améliorer la solubilité 

de complexes151 et ralentir l’apparition d’agrégation des complexes dans du sérum physiologique175. 

L’utilisation d’un PEG téléchélique hétérofonctionel laisse présager de l'obtention d'une structure originale 

concentrique. Les auteurs greffent dans un premier temps le PEG sur du galactose, à l’aide d’une réaction 
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d’amidification entre l’amine du PEG et la fonction carboxylate, activée par le NHS (N-hydroxysuccinimide) 

du galactose. Une réaction ultérieure d’amidation a permis de greffer ce composé sur les amines de la CHI-g-

bPEI. Les analyses RMN 1H de la Gal-PEG-CHI-g-bPEI ont mis en évidence un taux de modification, en 

groupements galactose de 14 mol%. 
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Figure 1-33 : synthèse de la Gal-PEG-CHI-g-bPEI (Mnchitosane=100000 gmol-1, MnbPEI=25000 g.mol-1, MnPEG=5000 
g.mol-1), 14,2% mol de galactose est geffé à la CHI-g-b PEI 

 

Les tests d’électrophorèse sur gel retard montrent que la présence du PEG sur la Gal-PEG-CHI-g-bPEI174 

entraine une plus forte complexation de l’ADN (N/P=1/1) que dans le cas des bPEI-gal (N/P=2,2) et bPEI-g-

chitosane ((N/P=2,5/1). 

L’étude de la taille des polyplexes Gal-PEG-CHI-g-bPEI par DLS (80 nm), pour un ratio N/P=14, confirme 

les petites tailles des particules observées par EF-TEM. Les auteurs remarquent que cette taille tend à 

diminuer avec l’augmentation du ratio N/P (60 nm pour N/P=21)174. Entre les ratios N/P = 7 et 21, la valeur 

du potentiel zêta est d’environ 20 mV, plus faible que celui de polyplexes à base de bPEI (30 mV). Dans le 

paragraphe précédent, nous avons vu  que Wong et al. ont mesuré  des valeurs de potentiel zêta de 6 mV 

pour la CHI-g-bPEI (ratio N/P=20/1)22. Donc, la présence du Gal-PEG sur ce nouveau vecteur favorise 

l’apparition de charges positives à la surface des polyplexes Gal-PEG-CHI-g-bPEI/plasmide. Il semblerait 

que le Gal-PEG soit confiné dans le polyplexe , phénomène déjà observé dans les travaux de Brissault157 et 

al. et Nimesh166 et al.  

Les tests de transfection sur les cellules HepG2 ont montré que le maximum de transfection, obtenu pour la 

Cal-PEG-CHI-g-bPEI est de 1,5.105 RLU/mg de protéine pour le ratio N/P=14/1, ce qui est identique à ceux 

de la bPEI (2.105 RLU/mg de protéine). Ce polymère ne semble pas apporter de réelle avancée, comparé aux 

polyplexes CHI-g-bPEI/ADN (Transfection : 3.108 RLU/ mg de protéine,  pour N/P=10). Ces résultats 
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décevants peuvent s’expliquer par la structure du polyplexe. Toutefois, les auteurs montrent que l’activité 

relative de la luciférase des cellules HepG2 (activité relative en luciférase : 25) est bien supérieure (5 fois) à 

celle des cellules HeLa (activité relative en luciférase : 5). Cette observation montre l'activité de la fonction 

de ciblage du galactose, comme déjà rapporté 141. 

L’équipe de Jiang a déterminé la cytotoxicité de Gal-PEG-CHI-g-bPEI par un test Elisa, en détectant 

l’absorbance de l'activité métabolique des cellules, à 570 nm. Les auteurs ont montré qu’à une concentration 

de 100 µg/mL en Gal-PEG-CHI-g-bPEI ou  en polyplexes Gal-PEU-CHI-g-bPEI/ADN (N/P=21/1), 100% 

des cellules HepG2 sont viables, alors qu’il ne reste que 70% de cellules viables pour la CHI-g-bPEI et 40% 

pour le bPEI 25000 g.mol-1. Les tests de cytotoxicité sur les cellules HeLa confirment cette tendance. La 

présence du Gal-PEG diminue la cytotoxicité du CHI-g-PEI. 

La conception concentrique du polymère permet effectivement d'obtenir un vecteur possédant une large 

quantité de fonctions de ciblage disponible, tout en maintenant les qualités de stabilisation stérique du PEG. 

 

III-2. 3. 5. 2. 8  – Les PEIs-lipides 

 

Kim et al.176 ont modifié la bPEI 2000 g.mol-1 par des lipides (figure 1-34). Ces auteurs prévoient 

d’utiliser les propriétés d'insertion des lipides dans une bicouche lipidique pour faciliter l’internalisation des 

polyplexes dans les cellules. Les lipides utilisés sont : 

- le cholestérol. Il est greffé sur la bPEI à l’aide d’une réaction d’addition élimination entre le 

chloroformiate de cholesteryl et les amines de la bPEI (2000 et 25000 g.mol-1).  A la fin de la synthèse, la 

caractérisation du produit montre un groupement cholestérol pour 17 unités éthylènimines. 

- l’éthyle myristate. Présent dans le corps humain sous forme d’acide gras (l’acide tétradécanoïque 

ou acide miristique), il est localisé dans les bicouches lipidiques, comme le cholestérol. Il peut aussi 

interagir, de façon covalente, avec des protéines. L’éthyle de myristate est greffé à la bPEI par une réaction 

d’amidation.  
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Figure 1-34 : synthèse de la bPEI cholestérol et de la bPEI myristate  

 

La formation des complexes  bPEI-cholestérol/ADN et bPEI-myristate/ADN176 est réalisée dans le 

tampon HEPES (pH=7,4,) puis analysée par expérience de gel retard. La complexation totale de l’ADN est 

obtenue au ratio N/P=1/1, pour la bPEI-cholestérol et N/P=0,5/1 pour la bPEI-myristate. La chaîne linéaire 

du groupement myristate semble plus favorable pour la complexation de l'ADN que le cholestérol. 

L’équipe de Kim a réalisé des tests in vitro sur des cellules embryonnaires de rein humaines 293T, cultivées 

en DMEM. Les complexes bPEI-cholesterol/ADN et bPEI-myristate/ADN sont formulés dans 10mM de 

sérum de bœuf fœtal. Le transfert de gènes dans les cellules 293T est déterminé par le test utilisant la β-

galactosidase. Les complexes formés par la bPEI-cholestérol (activité de la β-galactosidase : 2500 

milliunités (mU)/mg de protéine) et la PEI-myristate (500 mU/mg de protéine) transfectent mieux les 

cellules 293T que la bPEI 2000 g.mol-1 (0 mU/mg de protéine), démontrant ainsi l'intérêt de l'ancrage 

lipidique suggéré initialement. 

Malheureusement, ces polymères sont beaucoup plus toxiques que la bPEI. L’idée d’utiliser des chaînes 

myristyles et du cholestérol pour transfecter in vitro les cellules est certes intéressante, mais nécessite des 

améliorations en termes de toxicité.  

 

III-2. 3. 5. 2. 9  – Les PEIs-polycaprolactones (PEI-PCL) 

 

L’équipe de Arote177 a modifié des bPEIs de faible masse molaire (600 g.mol-1 (bPEI-0,6), 1200 

g.mol-1 (bPEI-1,2) et 1800 g.mol-1 (bPEI1,8)) par l’α,ω-divinyl–poly(caprolactone). La poly(caprolactone) 

(PCL), étant hydrophobe, possède une cinétique de dégradation plus lente que certains polyesters 
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(poly(lactide)), et permet d’augmenter la demi-vie de circulation des complexes vecteur/ADN. Les auteurs 

ont greffé ce polymère à la bPEI par une réaction de Michaël178 entre les amines de la bPEI et les doubles 

liaisons du dérivé de la polycaprolactone (figure 1-35), diminuant l’effet tampon de la bPEI. L’α,ω-

divinylique polycaprolactone étant di fonctionnelle, elle permet la création de ponts de réticulation entre 

deux molécules de bPEI, formant ainsi un réseau. Les auteurs ont constaté qu’un réseau apparaît quand le 

rapport entre la bPEI à PCL est approximativement 2. 

Les auteurs indiquent seulement que les polymères bPEI-PCL étudiés possèdent environ 70% de 

bPEI par rapport à la poly(caprolactone) ; mais la caractérisation fine des structures formées n'a pas été 

conduite. 
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Figure 1-35 : synthèse de la PEI-co-polycaprolactone par réaction de Michaël 

 

Les auteurs utilisent la méthode de l’électrophorèse sur gel d’agarose (ou gel retard) pour évaluer la 

complexation de l’ADN par les bPEI-co-polycaprolactone (bPEI-PCL). Les complexes bPEI-PCL /ADN 

sont formulés dans un tampon phosphate salin (PBS, pH=7,4). Quelque soit la masse molaire initiale de la 

bPEI (0,6kDa, 1,2kDa ou 1,8kDa), les vecteurs possèdent une grand capacité de complexation de l’ADN. 

Les bPEI-PCL complexent totalement l’ADN pour les ratios N/P=3 (bPEI 1,2kDa-PCL et bPEI 1,8kDa-

PCL) et N/P=5 (bPEI 0,6kda-PCL). Cependant, Arote et al. ne comparent pas ces résultats avec les 

complexes bPEI 25kDa/ADN formulés dans le tampon PBS. 

Les auteurs remarquent qu’au ratio N/P=5, le diamètre hydrodynamique des nanoparticules mesuré par 

diffusion de la lumière est compris entre 120 et 180 nm pour  les bPEI 1,2kDa-PCL et bPEI 1,8kDa. La 

diminution de la masse molaire de la bPEI (0,6kDa) initiale conduit à des diamètres hydrodynamiques de 

polyplexes de 400nm. Cette étude est toutefois à mettre en relation avec une possible existence de 

nanoparticules de bPEI-PCL initiale, pouvant alors intervenir sur le diamètre des polyplexes finaux. N’ayant 
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pas déterminé la taille du gel initial, nous pouvons faire l’hypothèse que la taille du gel a peu d’influence sur 

le diamètre du polyplexe. Pour tous les polyplexes de cette étude, le potentiel zêta mesuré est positif. 

Les tests de transfection in vitro sur des cellules 293T montrent qu’au ratio N/P=5, la bPEI 0,6kDa-PCL 

possède un niveau d’expression de gène inférieur (exemple : 1.106 RUL/mg de protéine) à celui des autres 

complexes bPEI 25kDa, bPEI 1,2kDa-PCL/ADN et bPEI 1,8kDa-PCL/ADN (8.107 RLU/mg de protéine  

(bPEI) et 5.108 RLU/mg de protéine (bPEI 1,2kDa-PCL et bPEI 1,8kDa-PCL)). Le même phénomène se 

produit pour les cellules HeLa et 293T. Cette baisse d’activité est probablement due à la faible masse molaire 

de la bPEI. Les auteurs concluent aussi que l’utilisation d’une bPEI de plus haute masse molaire permettrait 

une meilleure efficacité de transfection.  

Le test de cytotoxicité MTT177 conduit sur les lignées HepG2 et HeLa avec des polyplexes de N/P=30, révèle 

une très faible toxicité puisque 100% de cellules sont viables avec ce nouveau polymère, et seulement 40% 

avec la bPEI 25kDa dans les mêmes conditions. 

L’utilisation d’un réseau de PCL/bPEI permet de diminuer la cytotoxicité du vecteur et apporte aussi des 

résultats satisfaisants en transfert de gène, par rapport à la bPEI. 

 

Shuai et al.179 ont modifié des bPEIs 800, 2000 et 25000 g.mol-1 avec un copolymère de 

poly(caprolactone) et de poly(éthylène glycol) (PCL-b-PEG). Le PEG permet de rendre furtif les complexes 

vecteur/ADN, et la présence de poly(caprolactone) permet d’augmenter le temps de demi-vie de circulation 

du complexe. Le bloc bPEI du vecteur permet la formation de complexe avec l'ADN et agit sur la libération 

de l’ADN dans le cytosol par le mécanisme d’éponge à protons. Le copolymère PEG-b-PCL est obtenu par 

une réaction d’estérification par ouverture de cycles de la caprolactone. Ultérieurement, ce copolymère, 

activé par le NHS est greffé à la bPEI selon un couplage amine/ acide carboxylique activé (figure 1-36). 
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Shuai et al.179 ont remarqué que les polymères bPEI-(PCL-b-PEG) forment des micelles dans une solution 

aqueuse, pour les cas spécifiques de bPEI 0,8kDa et 25kDa et les blocs de PCL de 1,2kDa et 2 kDa 

(répertorié dans le tableau 1-1). Les auteurs suggèrent que la présence de courtes chaînes de PCL empêche 

une bonne solubilisation du copolymère (bPEI-(PCL-b-PEG). Avec l’utilisation d’une polycaprolactone de 

2kDa, la taille des polymères est beaucoup plus petite (77nm) que celle obtenue pour les polymères utilisant 

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

 

Tableau 1-1 : récapitulatif des cmc et des taille de trois  polymères bPEI-(PCL-b-PEG) réalisée en solution aqueuse, 
et des tailles et du potentiel zêta des complexes bPEI-(PCL-b-PEG)/ADN formulués en solution aqueuse 150mM 
NaCl (pH=7) (N/P=7)179 

Composition des polymères Copolymères Complexes vecteur/ADN 
 Cmc (mmol/L) Taille (nm) Taille (nm) Zêta (mV) 

bPEI 0,8kDa Non déterminé Non déterminé 320 -16 
bPEI 25kDa Non déterminé Non déterminé 160 20 

bPEI 0,8kDa-(PCL 1,2kDa-b-PEG 
2kDa) 

2,07 126 190 -2 

bPEI 25kDa-(PCL 1,2kDa-b-PEG 
2kDa) 

<0,012 253 200 -3 

bPEI 25kDa-(PCL 2kDa-b-PEG 
2kDa) 

0,031 77 230 -3,5 

 

L’équipe de Shuai ne présente pas d’expérience de gel retard qui permet de déterminer le ratio N/P de 

complexation entre l’ADN avec les bPEI-(PCL-b-PEG). Ils déterminent la taille des particules et leur 

potentiel zêta seulement pour trois complexes vecteur/ADN au ratio N/P=3, 7, et 20, formulés dans une 

solution aqueuse contenant 150 mM de NaCl ; mais ne donnent les résultats que pour le ratio N/P=7.  

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

la taille des complexes bPEI 0,8kDa/ADN (320 nm) et bPEI 25kDa/ADN. Les valeurs du potentiel zêta des 

particules sont faiblement négatives, ce qui peut s’expliquer par la présence d'ADN en surface du complexe. 

Les tests de transfection in vitro par ces polymères sur des cellules 3T3, cultivées dans un tampon DMEM, 

sont déterminés par la méthode « BC Assay ». Les complexes bPEI-(PCL-b-PEG)/ADN sont formulés dans 

une solution saline (150mM NaCl). Par rapport à la bPEI 25000 gmol-1, les bPEI25k(PCL1.2k-g-PEG5k)2.9 et 

bPEI25k(PCL2k-g-PEG2k)2.8 permettent une transfection efficace des cellules 3T3 pour un ratio N/P=20 

(respectivement 0, 30 et 20 ng de luciférase/mg de protéine). 

Les auteurs montrent, par les tests MTT,  que ces vecteurs sont moins toxique (46% de cellules viable) que la 

bPEI (0%), pour le ratio N/P=20/1. 

 

Les auteurs ont mis à profit la formation de complexes d'inclusion entre la cyclodextrine et le PCL-b-

PEG pour permettre de moduler la solubilité du vecteur en milieu aqueux180.  

Pour obtenir un complexe d’inclusion, Shuai solubilise, à la concentration micellaire critique (cmc), la bPEI-

(PCL-b-PEG) dans une solution aqueuse, qui devient trouble. Il dilue les micelles par addition successive 
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d’α-cyclodextrine (αCD). Il mesure la disparition des micelles par diffusion de la lumière statique. Ensuite, 

le taux d’αCD, utilisé pour détruire les micelles, est déterminé par RMN 1H, et varie entre 27% et 40% selon 

les chaînes de bPEI utilisées (800 g.mol-1 et 25000 g.mol-1).  La présence d’αCD sur le copolymère ne 

semble pas influer sur le ratio de complexation N/P, car ces auteurs poursuivent l'étude des complexes bPEI-

(PCL-b-PEG)-αCD/ADN aux ratios N/P=3, 7 et 20. Le diamètre des polyplexes (N/P=7) reste aux alentours 

de 200 nm et le potentiel zêta augmente vers la neutralité des complexes (-3,5 à 1,4 mV). Ces résultats sont 

étonnants. Ils suggèrent que la polycaprolactone-CD se situe à l’intérieur du complexe vecteur/ADN. La 

présence des CD sur ce polymère diminue les charges négatives du vecteur, expliquant que celui-ci devienne 

positif.   

Les auteurs montrent que la présence d’αCD sur les PCL-g-PEG-bPEI augmente l’efficacité de transfection 

in vitro des cellules 3T3 (80 ng de luciférase/mg de protéines) par rapport à la bPEI25k(PCL2k-g-PEG2k)2.8 

(30 ng de luciférase/ mg de protéine). Shuai et al. ont montré, par le test de cytotoxicité MTT, que ces 

structures originales permettent de diminuer drastiquement la toxicité cellulaire, qui est environ 100 fois plus 

faible que la toxicité engendrée par la PEI (25000 g.mol-1). 

En conclusion, la formation des complexes d’inclusion entre l’α-CD et les chaînes de PCL du copolymère 

bPEI-(PCL-b-PEG) ont rendu le copolymère plus hydrophile, détruisant les micelles formées dans les 

solutions aqueuses. La présence des cyclodextrines a aussi permis à augmenter l’efficacité du transfert de 

gène, particulièrement pour les copolymères bPEI-(PCL-b-PEG) possédant une cmc. 

 

IV – Résumé des modifications des PEIs représentatives 

pour la transfection  

 

Le tableau 1-2 récapitule les modifications des PEI ainsi que leur efficacité de transfection selon les 

différents types de lignées cellulaires utilisées. 
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Tableau 1-2 : Récapitulatif exhaustif des modifications des PEIs et de leur efficacité de transfection, in vitro et in 
vivo 

Molécules PEI modifiée 
Type 
l ou b 

Mn 
(PEI) 

(g.mol-1) 

Ratio 
transfection 
polymère/A

DN 

RLU/ mg 
protéines 
(in vitro) 

cellules 
Viabilit
é (%) 

RLU/ 
mg 

tissus  
(in 

vivo) 

Ref 

PEI b 25000 
Optimal 
ratio N/P 

2 en 
efficacité 
relative de 
transfectio

n 

3T3 30% - 

Rémy et 
al.141, 

Fischer et 
al.151  

 

PEI b 25000 N/P=2 

1.104 
3.104 

2.105 

LU/mg de 
protéine 

BNL 
CL2 

HepG2 
3T3 

- - 
Zanta et 

al.170 

PEI b 25000 N/P=10/1 1.109 HeLa 
20% 
(50 

µg/mL) 
 

Wong et 
al.22  

PEI l 22000 
Optimal 
ratio N/P 

2 en 
efficacité 
relative de 
transfectio

n 

3T3 30% - 

Rémy et 
al.141, 

Fischer et 
al.151  

 

PEI l 22000 (w/w)=3/1 
1.1010 

8.108 

HEK29
3 

HepG2 

60% 
85% 

- 
Brissault 
et al.157  

LP(EI380-co-NPEI120)  

H3C

H
N

N
OH

CH3

n m

 

l 22000 
N/P 
30 

3.107 HepG2 - - 
Brissault 

et al.136, 155 

LNPEI 

H3C
N

N
OH

O

CH3

x
y n/2

 

l 22000 
N/P 
30 

5.105 HepG2 - - 
Brissault 

et al.136, 155 

(PEI-2) 
NHCH2CH2* co NCH2CH2

CH2

CH2

NH2

*

m-x x

 

l+b 22000 
N/P 
30 

5.108 HepG2 
N/P=19,

5 
100% 

Poumon
s 

2.106 

Brissault 
et al.155, 156 

(PEI4) 
NHCH2CH2* co NCH2CH2

CH2

CH2

N

*

m-x x

R1 R2  

l+b 22000 
N/P 
30 

9.108 HepG2 
N/P=19,

5 
100% 

Poumon
s 1.106 

Brissault 
et al.155, 156 

Poly(EG-b-EI)9 

H3C
O

b

H
N

*m+pn  
l 22000 

N/P 
30 

1.109 
2.108 

HEK29
3 

HepG2 

80% 
90% 

- 
Brissault 

et al.155, 157 

bPEI-CD 8% 
(n=5-16%) 

N
N

H
N

N
N

N

NH

HN

HN

NH

N

NH

H
N

NH

HN

NH

 

b 25000 
N/P 
20 

2.107 PC3 

50% 
(1,45m

M) 
(IC50) 

- 
Pun et 
al.160 
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Molécules PEI modifiée 
Type l 
ou b 

Mn (PEI) 
(g.mol-1) 

Ratio 
transfection 
polymère/A

DN 

RLU/ mg 
protéines 
(in vitro) 

cellules viabilité 

RLU/ 
mg 

tissus  
(in 

vivo) 

Ref 

bPEI-CD 8% 
(n=5-16%) 

N
N

N
H

N
NH

 

l 25000 
N/P 
20 

agrégation PC3 

50% 
(0,92 
mM) 

(IC50) 

- 
Pun et 
al.160  

bPEI-CD 

N
N

H
N

N
N

N

NH

HN

HN

NH

HN

NH

H
N

NH

HN

NH

 

b 25000 
w : w 
3 : 1 

(ng luc/g 
prot : 

w/w=3 :1) 
38 

HEK29
3 

80% - 
Forrest et 

al.161 

bPEI-γCD(HP γCD-PEI)ratio 
bPEI/CD : 3,3/1 

O

H

H

HO

H

OHH
H

O

O

8

O NH

O

N
NH2

H
N

H2N m1 m2

 

b 600 
N/P 
40 

1,7.107 
SKOV-

3 

N/P=12
0 

100% 
8.104 

Hyang et 
al.162 

bPEI-γCD peptide (HP γCD-
PEI-p)  ratio bEI/CD/peptide : 

3,3/1/1,2 

O
H

H

HO

H

OHH H

O

O

8

O NH

O

N

H
N

H
N

H2N m1
m2

S
S

O

 

b 600 
N/P 
40 

5.107 
SKOV-

3 

N/P=12
0 

100% 
3.105 

Hyang et 
al.162  

bPEI-acétylée 43% 
(n=15-47%) 

N
H

O

bPEI N

O

bPEI

bPEI
et

 

b 25000 
3 :1 

w : w 
4 :1 

8.105 

 
5.104 

C2C12 
MDA-
MD-
231 

40% 
80% 

(50µg/
ml) 

- 
Forrest et 

al.163 

bPEI-acétylée 53% 
(n=34-100%) 

N
H

O

bPEI N

O

bPEI

bPEI
et

 

b 25000 
w :w 
3 : 1 

 

5.104 

 
2.104 
1.104 

C2C12 
MDA-
MD-
231 

HEK29
3 

0 
0 
0 

(50µg/
ml) 

- 
Gabrielson 

et al.164  

bPEI-PEG acétyleé ou 
PAA30% 

(n=10-50%) 

N
COR

H
N

N
H2

NH2N

NHCOR

NH2

n

m

N
COR

H
N

N
H2

NH2N

NHCOR

NH2

n

m

O

O

O

P O

OH

O

P OO

OH

 

b 750000 
w : w 
30 : 1 

Fluoresce
nce (X 

10.3/mg 
protéine) 

5250 

 
CCOS-

1 

N/P=45:
1 

80% 
- 

 Nimesh et 
al.166 
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Molécules PEI modifiée 
Type l 
ou b 

Mn (PEI) 
(g.mol-1) 

Ratio 
transfection 
polymère/A

DN 

RLU/ 
mg 

protéine
s 

cellules viabilité 

RLU/ 
mg 

tissus  
(in 

vivo) 

ref 

bPEI-carboxylée (PEI 2-30) 
(n=8-40%) 

n

bPEI

NH3

NH3

NH3H3N

NH2

H2N N
H2

H2
N

O

O

O

O

O

O

O

O n

n

n

bPEI

 

b 10000 
w : w  
6 : 1 

5.106 
Neuro2

A 
82% - 

Oskuee 
et al. 167 

bPEI-carboxylée (PEI 6-17) 
(n=8-35%) 

n

bPEI

NH3

NH3

NH3H3N

NH2

H2N N
H2

H2
N

O

O

O

O

O

O

O

O n

n

n

bPEI

 

b 10000 
w : w  
6 : 1 

1.107 HBG 85% - 
Oskuee 
et al.167 

bPEI-carboxylée (PEI 2-52) 
(n=8-%) 

n

bPEI

NH3

NH3

NH3H3N

NH2

H2N N
H2

H2
N

O

O

O

O

O

O

O

O n

n

n

bPEI

 

b 25000 
w : w 
8 : 1 

Activité 
luciféras

e (%) 
100% 

Neuro2
A 

79% 
(100µ/ml) 

- 
Oskuee 
et al.168 

bPEI-carboxylée-oligamine 
(PEI 6-9%) (n=8-29%) 

n

bPEI

NH3

NH3

NH3H3N

NH2

HN N
H2

H2
N

O

NH

O

HN

O

O

O

O n

n

n

bPEI

HN

H

NH

NH

NH

H

NH

NH

H

y

H

y

y

y

x

x

x

x

 

b 10000 
w : w 
4 : 1 

4,5.107 
Neuro 

A2 

(w/w)= 
6 :1 
60% 

- 
Dehshahr
i et al.169 

bPEI-Gal 

HN

OOH O

OH

OH

CH2OH
OH

OH

OH

CH2OH

* N
H

N
N
H

N *

2x x 2(m-x) m-x

NH2

 

b 25000 
N/P 
2 : 1 

6.107 
8.108 
1.109 

3T3 
BNL 
CL2 

HepG2 

- - 
 Zanta et 

al.170 

bPEI-Gal4 ou GP 

HN

OOH O

OH

OH

CH2OH
OH

OH

OH

CH2OH

* N
H

N
N
H

N *

2x x 2(m-x) m-x

NH2

 

b 25000 
N/P 

10 : 1 
 

1.109 
2.109 

BN L 
C2 

HeLa 
- - 

Bettinger 
et al.141 

bPEI-Glu4 

HN

O O

OH

OH

CH2OH
OH

OH

OH

CH2OH

* N
H

N
N
H

N *

NH2

OH  

b 25000 
N/P 

10 : 1 
 

1.108 
2.109 

BN L 
C2 

Hela 
- - 

Bettinger 
et al.141 

bPEI(7400)-g-chitosane 
(3400) 

O
O

HO
NH

O

OH

O

HO
NHAc

O

OH

m n
bPEI

 

b 7400 
N/P 

40 : 1 

6.109 

1.109 

1.109 

 

Hela 
HepG2 
Hépatoc

ytes 

IC50 = 97.3 
µg/mL 

- 
Wong et 

al.22  
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Molécules PEI modifiée 
Type 
l ou b 

Mn 
(PEI) 

(g.mol-
1) 

Ratio 
transfection 
polymère/A

DN 

RLU/ mg 
protéines 

cellules viabilité 

RLU/ 
mg 

tissus 
(in 

vivo) 

Ref 

Gal-PEG-CHI-g-bPEI 

O O

NH

CH2OH

O O

NH

OH

CH2OH

O

NH

bPEI bPEi

CO

PEG

Gal

PEG PEG

Gal Gal  

b 25000 
N/P 
14 

2.105 HepG2 
N/P=14 

:1 
100% 

Intensit
é  

350% 

Jiang et 
al.174 

bPEI-cholestérol (P17C) 
n= 10-30 de PEI par cholesterol 

H
N
H

N
N

H
N

HN

NH2

NH2 n

O

O

 

b 2000  
(mU/mg 

prot) 
3750 

293T 
10% 

(50µ/ml
) 

- 
Kim et 
al.176 

bPEI-myristyl (P26M) 
n= 10-30 de PEI myristyl 

H
N
H

N
N

H
N

HN

NH2

NH2n

O

 

b 2000  
(mU/mg 

prot) 
2400 

293T 
22% 

(50µ/ml
) 

- 
Kim et 
al.176 

Poly (ester amine) (bPEI-g-
PCL) 

*
H
N

N*
2nn

O
O

O
O

O

O

O

O

Om
m

N

 

b 600 
N/P=5 

10 
30 

8.105 

5.104 
2.106 

239T 
HepG2 
HeLa 

N/P=30 
:1 

Non 
toxique 

- 
 

Arote et 
al.177 

Poly (ester amine) (bPEI-g-PCL 
1,2) 

(m=0,6 à1.8 mol) 
*

H
N

N*
2nn

O
O

O
O

O

O

O

O

Om
m

N

 

b 1200 
N/P=30 

20 
20 

2.109 

5.105 
6.107 

239T 
HepG2 
HeLa 

N/P=30 
:1 

Non 
toxique 

- 
 

Arote et 
al.177 

Poly (ester amine) (bPEI-g-PCL 
1,8) (m=0,6 à1.8 mol) 

*
H
N

N*
2nn

O
O

O
O

O

O

O

O

Om
m

N

 

b 1800 
N/P=20 

10 
30 

8.108 

2.106 
8.107 

239T 
HepG2 
HeLa 

N/P=30 
:1 

Non 
toxique 

- 
Arote et 

al.177 

bPEI-g-(PCL-b-PEG) 
(PEI800(PCL1.2kPEG2k0)1.4 

(m=1.4-4.5) 

O
O O

O

x y

O

O

H
N

N
H

N
NH2

H2N

m1
m2  

b 800 N/P=20 

(ng 
luc/mg 
prot) 
0,1 

3T3 
N/P=20 

:1 
50% 

- 
Shuai et 

al.179 

bPEI-g-(PCL-b-PEG) 
(PEI25k(PCL580kPEG550k)2.9) 

(m=1.4-4.5) 

O
O O

O

x y

O

O

H
N

N
H

N
NH2

H2N

m1
m2  

b 25000 N/P=20 

(ng 
luc/mg 
prot) 
15 

3T3 
N/P=20 

:1 
97% 

- 
Shuai et 

al.179  
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Molécules PEI modifiée 
Type 
l ou b 

Mn 
(PEI) 

(g.mol-
1) 

Ratio 
transfection 
polymère/A

DN 

RLU/ mg 
protéines 

cellules viabilité 

RLU/ 
mg 

tissus 
(in 

vivo) 

Ref 

bPEI-g-(PCL-b-PEG)+CD 
(PEI25k-g-(PCL580-b-

PEG5k)2.9) 
(m=1.4-4.5) 

O
O O

O

x y

O

O

H
N

N
H

N
NH2

H2N

m1
m2  

b 25000 N/P=20 

(ng 
luc/mg 
prot) 
80 

3T3 - - 
Shuai et 

al.180 

 

V – Conclusion 

 

Ce chapitre présente la difficulté du transfert de gène dans le corps d’une souris ou d’un patient ; et 

rappelle les différentes barrières biologiques qu’un gène médicament doit surmonter pour arriver au noyau, 

avant sa dégradation. Il relate aussi que l’utilisation d’ADN nu en transfection in vitro et in vivo est peu 

efficace car celui-ci est détruit rapidement par le système immunitaire ou les enzymes de dégradation (du 

cytosol de la cellule). Dans l’objectif d’augmenter la demi-vie de circulation, et aussi l’efficacité de 

transfection du gène médicament, durant son cheminement vers le noyau, les chercheurs ont synthétisés des 

outils de protection, les vecteurs.  

Les premiers vecteurs apparus en thérapie génique sont des vecteurs viraux, à l’image des virus, dont 

leurs propriétés pathogènes ont été éliminées. Le développement de ces systèmes de transfert de gènes 

performants offre de nombreuses perspectives, et leurs propriétés (similaires aux virus) en font les vecteurs 

les plus utilisés pour des essais cliniques. Cependant avec la limite de complexer des gènes de petite taille (< 

8kpb) et leur potentiel oncogène ont fait naître une autre catégorie de vecteurs, les vecteurs synthétiques. 

Nous nous sommes intéressés alors aux vecteurs synthétiques et plus particulièrement aux polymères 

cationiques, à bases d’acide aminés (la poly(L-lysine) (PLL)) ou de polyamine (la poly(éthylènimine) (PEI) 

(branchée ou linéaire). Avec les PEIs, les chercheurs ont synthétisé des vecteurs non viraux originaux qui 

transfectent très efficacement  les cellules in vitro et in vivo. Cependant, les tests de cytotoxicité des ces PEIs 

montrent qu’elles sont toxiques, autant que la PLL, qui est problématiques pour le transfert de gène. C’est 

dans l’objectif de diminuer la cytotoxicité des PEIs que les auteurs ont élaboré des systèmes à base de PEI 

capables de délivrer des gènes in vitro avec une efficacité comparable ou supérieure, voir inférieure à la PEI ; 

tout en diminuant la toxicité du vecteur. 

Depuis quelques années, certains auteurs modifient la poly(éthylènimine) branchée et linéaire par différentes 

molécules (chaînes acétyles, cyclodextrines, PEG …) mais n’obtiennent pas de vecteurs dont la toxicité et la 

transfection de gène seraient supérieur à celles des PEIs. Depuis peu, la nouvelle stratégie est de synthétiser 

des vecteurs à bases de peptides. Les peptides chargés négativement sont principalement utilisés pour 
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augmenter l’efficacité de transfection in vitro d’un vecteur synthétique (par ajout durant formulation, par 

modification chimique du vecteur synthétique121). Certains auteurs181, 182 ont mis en évidence les capacités 

des vecteurs cationiques à internaliser des oligonucléotides dans les fibroblastes souris (3T3) et des cellules 

gliales avec une faible toxicité. 

L’utilisation des peptides amphipatiques est peu courante malgré leur fort potentiel. Outre le fait qu’ils 

déstabilisent la membrane, leurs séquences aminées, chargées positivement, complexent efficacement 

l’ADN. De plus, certains de ces vecteurs possèdent des propriétés antibiotiques183, 184. 

 

C’est dans cette optique que de nouveaux vecteurs non viraux originaux constitués de 

poly(éthylènimine) linéaire et de résidus histidinilés ont été synthétisés. Les propriétés de complexation de la 

lPEI avec ceux des synthons, utilisés pour modifier ce polymère, permettent d’élaborer de nouveaux 

polymères cationiques modulables dont les propriétés sont comparées aux efficacités de transfection in vitro 

et in vivo. 
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Chapitre 2 : 

Techniques expérimentales 
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Ce chapitre est consacré à la description des protocoles utilisés durant cette thèse. Le premier 

paragraphe concernera les protocoles de synthèse des vecteurs en vue de leur application en thérapie 

génique. Ensuite, nous présenterons les différentes méthodes physico-chimiques utilisées pour la 

caractérisation de nos macromolécules. Dans le dernier paragraphe, les protocoles des tests biologiques 

utilisés pour la complexation des vecteurs avec l’ADN seront exposés, ainsi que ceux pour la transfection in 

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 respectivement les caractéristiques des solvants et des réactifs 

utilisés lors des différentes étapes de synthèses et de purifications. 

 

Tableau 2-1 : Caractéristiques des solvants utilisés lors des synthèses des synthons et des vecteurs à base de lPEI 

Solvants Provenance Densité à 20°C 
Température 

d’ébullition (°C) 
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 des synthèses des synthons et des vecteurs à base de lPEI 

Réactifs Provenance 
Densité à 

25°C 

Température 
de fusion 

(°C) 

Température 
d’ébullition 

(°C) 
1-adamantane éthanol Aldrich - 114-117 - 

1-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 trifluoroacétique 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 (FNH4) Aldrich - sublimation - 
Hydroxyde de sodium (NaOH) Sigma-Aldrich 1.009 - - 

N-hydroxysuccinimide Aldrich - - - 
N-N-dicyclohexylcarbodiimide Aldrich 1,325 34 122-124 

Poly(2-éthyle-2oxazoline) (50000 
gmol-1) 

Aldrich 1.14 Tg : 69-71 - 

     
Spermine Fulka 0,937 29 130 

Sulfate de magnésium (MgSO4) Fulka 2,69 1124 - 
Tétra-N-butylammonium fluoride 

(TBAF) 
Aldrich 0,903 58/60 - 

Triéthylamine ACROS Organics 0,72 -115 89 
 

Tous les réactifs sont utilisés tels quels. 

 

I-2 – Synthèse des synthons précurseurs 

I-2. 1 Synthèse de la poly(éthylènimine)linéaire 

 

Dans un tricol de 500 mL équipé d’un réfrigérant, 10g de poly(2-éthyle-2-oxazoline) de masse 

molaire de 50000 g.mol-1 (0,2 mmol) sont dissous dans 115 mL d’eau distillée. A ce mélange, est additionné 

l’acide chlorhydrique 12N (75 ml ; 2,44 mol), et l’hydrolyse est menée durant 48 heures, à reflux sous azote 

(figure 2-1). 

* N
H

** N *
n

n

HCl H2O               reflux

48 heures

O

+    C2H5COOH

 

Figure 2-1 : Synthèse de la Poly (EthylènImine) 
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Des pastilles d’hydroxyde de sodium  (NaOH) sont alors introduites dans le milieu réactionnel pour 

augmenter le pH de la solution jusqu’à pH=12 permettant la précipitation totale du polymère souhaité. Le 

milieu réactionnel est filtré sur un verre fritté de porosité 4, puis lavé avec de l’eau distillée jusqu’à ce que 

l’eau de lavage atteigne un pH=7. Le précipité blanc est récupéré et séché au lyophilisateur. Le polymère est 

ainsi obtenu sous la forme d’une poudre blanchâtre. Sa structure est déterminée par RMN (1H, 13C), en 

solution dans D2O (0,5 mL) contenant 5 µL de TFA, et sa masse molaire est déterminée par chromatographie 

d’exclusion stérique (SEC). 

Rendement : 4,232 g (96,3%), RMN 1H (300 MHz, D2O + 5µlTAF) : δ(ppm) = 3,50 (s, 4H, NHCH2CH2). 
13C NMR (75 MHz, D2O + 5µlTAF): δ (ppm) = 48,97 (s, 2C, NHCH2CH2);      0 (s, TSP : ref). 

 

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

 

 Dans un tricol, 3,1g de L-histidine (20 mmol) sont additionnés à une solution alcaline contenant 1g 

de NaOH (25 mmol) dans 10 mL d’eau. Le chlorure d’acryloyle (1,61 ml ; 20 mmol) est ajouté goutte à 

goutte au mélange, maintenu à 5°C dans un bain de glace. L’augmentation de la température durant 

l’addition ne doit pas excéder 2°C. Le mélange réactionnel est ensuite laissé 30 minutes à 5°C puis est placé 

à température ambiante et à l’obscurité pendant 18 heures (figure 2-2). 

 

N

N
H

O

O

NH2

Cl

O

N

N
H

O

O

HN

O

+
eau NaOH

18 heures
Na

Na

 

Figure 2-2 : Synthèse de l'histidine-N-acryloyle 

 

En fin de réaction, la solution, neutre, est acidifiée par de l’HCl 6N (2mL) afin d’atteindre un pH 

proche de 2. Ensuite, le milieu réactionnel est précipité dans 400 mL d’acétone puis filtré sur un verre fritté 

de porosité 3. Le filtrat contenant le produit, est évaporé à sec, à température ambiante, séché puis 

resolubilisé dans 3mL d’eau acidifiée. Cette solution est reprécipitée dans 50 mL d’acétone. Après filtration, 

le précipité, blanc, est séché à l’étuve à vide, à température ordinaire. Sa structure est déterminée par RMN 

(1H, 13C, 2D homonucléaire) et par spectrométrie de masse (ESI-MS).  

 

Rendement : 1,8 g (43%), RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 8,35 (d, 1H, CH2CH2NHCOO); 7,55 

(s, 1H, imidazole = C4NC2HNHC5H); 6,78 (s, 1H, C4NC2HNHC5H); 6,31 (m, 1H, CH2CHCONH); 6,04 (d, 
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1H, CH2CHCONH); 5,58 (d, 1H, CH2CHCONH); 4,6 (m, 1H, CHCOOH); 3,10 (m, 2H, CCH2CH). 13C 

NMR (75 MHz, D2O): δ (ppm) = 167,78 (s, 1C, CHCOOH); 162,76 (s, 1C, NCH2CH2CONH); 127,93 (s, 

1C, imidazole = C4NC2HNHC5H); 123,55 (s, 1C, CH2CHCONH); 123,26 (s, 1C, C4NC2HNHC5H)); 123,05 

(s, 1C, CH2CHCONH); 111,72 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 46,39 (s, 1C, CHCOOH); 30,9 (s, 1C, CCH2CHN); 

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

 

I-2. 4 Synthèse de la l-histidine méthyle ester-N-

acryloyle 

 

Dans un bicol de 100 mL, 1g de L-histidine méthyle ester (5,9 mmol) est dissous dans 23 ml de 

dichlorométhane. A ce mélange est additionné 1,85 ml de triéthylamine (5,2 mmol). Le chlorure d’acryloyle 

(0,336 ml ; 20 mmol) est ajouté goutte à goutte au mélange, maintenu à 5°C dans un bain de glace. 

L’augmentation de la température durant l’addition ne doit pas excéder 2°C. Le mélange réactionnel est 

ensuite laissé 30 minutes à 5°C puis est placé à température ambiante et à l’obscurité pendant 48 heures 

(figure 2-3). 

 

N
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O
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O
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+ 48 heures

 

Figure 2-3 : Synthèse de l'histidine méthyle ester-N-acryloyle 

 

Le précipité apparu lors de la réaction est filtré sur un verre fritté de porosité 3 ou 4. Le filtrat  est 

concentré puis le mélange est dissous dans 60 mL d’acétate d’éthyle et lavé 5 fois avec  30 ml de solution 

saturée en bicarbonate de sodium.  Les phases organiques rassemblées sont séchées sur MgSO4 et filtrées sur 

un verre fritté de porosité 3. Le filtrat est concentré sur l’évaporateur rotatif (à température ambiante) pour 

donner un résidu huileux de couleur blanchâtre et séché sous rampe à vide. La structure du composé 

blanchâtre obtenu est déterminée par RMN (1H, 13C) et par spectrométrie de masse (ESI-MS). 

Rendement : 0,35 g (26,5%). 1H NMR (300MHz, D2O): δ (ppm) = 8,49 (d, 1H CHNHCOCH2); 7,58 (s, 1H, 

imidazole = C4NC2HNHC5H); 6,82 (s, 1H, C4NC2HNHC5H); 6,26 (m, 1H, CH2CHCONH); 6,09 (d, 1H, 

CH2CHCONH); 5,59 (d, 1H, CH2CHCONH); 4,57 (m, 1H, CCH2CH); 3,60 (s, 3H, NHCHCOOCH3); 2,93 

(s, 3H, NHCHCOOCH3). 
13C NMR (75MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 172,39 (CH2CH2CONH); 165,29 (s, 1C, 

CHCOOCH3); 135,42 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 133,23 (s, 1C, CH2CHCONH); 126,63 (s, 1C, 

C4NC2HNHC5H)); 131,64 (s, 1C, CH2CHCONH); 117,41 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 55.46 (s, 1C, 
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NHCHCOOCH3); 52,49 (s, 1C, NHCHCOOCH3); 29,21 (s, 1C, CCH2CHNH); 0 (s, TSP : ref). ESI-MS m/z 

= 224,20 uma pour [M+H+]. 

 

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

 

Dans un monocol de 10 mL, 340,6 mg de 1-adamantane méthylamine (1,9 mmol) sont dissous dans 

2.25 ml de THF. A ce mélange est additionné 0,590 ml de triéthylamine (4.1 mmol). Le chlorure d’acryloyle 

(0,121 ml ; 1,48 mmol) est ajouté goutte à goutte au mélange, maintenu à 5°C dans un bain de glace. 

L’augmentation de la température durant l’addition ne doit pas excéder 2°C. Le mélange réactionnel est 

ensuite laissé 30 minutes à 5°C puis est placé à température ambiante et à l’obscurité pendant 48 heures 

(figure 2-4). 

 

O

OH O

Cl

O

+
THF

48 heures

Et3N

 

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

 

Le précipité apparu lors de la réaction est filtré sur un verre fritté de porosité 3 ou 4. Le filtrat est 

concentré à l’évaporateur rotatif. La poudre jaune obtenue est dissoute dans 60 mL de chloroforme et lavée 5 

fois avec 30 ml de solution saturée en bicarbonate de sodium.  La phase organique est séchée sur MgSO4 et 

filtrée sur un verre fritté de porosité 3. Le filtrat est concentré sur l’évaporateur rotatif (à température 

ambiante) pour donner un résidu huileux de couleur jaune et séché sous rampe à vide. La structure est 

déterminée par RMN (1H, 13C) et par spectrométrie de masse (ESI-MS). 

Rendement :  414,1 mg (93%). RMN 1H NMR (300MHz, CDCl3): δ (ppm) = 6,41 (d, 1H, 

CH2CHCOOCH2); 6,11 (m, 1H, CH2CHCONH); 5,82 (d, 1H, CH2CHCONH); 4,21 (t, 2H, OCH2CH2Cad); 

1,91 (s, 3H, adamantane); 1,62, (m, 6H, adamantane); 1,49 (OCH2CH2Cad); 1,43 (s, 6H, adamantane). 13C 

NMR (75 MHz, CDCl3): δ (ppm) δ (ppm) = 165,00 (s, 1C, CCH2CH2OCOCHCH2); 131,7 (s, 1C, 

CCH2CH2NHCOCHCH2); 126,05 (s, 1C, CCH2CH2OCOCHCH2); 64,20 (s, 1C, adCCH2CH2OCO); 42,24 (s, 

1C, adCCH2CH2NHCO); 40,55 (s, 3C, adCCH2CH2NHCO); 37,2 (s, 3C, adCCH2CH2NHCO); 32,04 (s, 1C, 

adCCH2CH2NHCO) ; 28,54 (s, 3C, adCCH2CH2NHCO). ESI-MS m/z = 257,1 uma pour [M+ Na+]. 
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I-2. 6 Synthèse du 1-adamantane méthylamine-N-

acryloyle 

 

 Dans un monocol de 10 mL, 500 mg de 1-adamantane méthylamine (3,03 mmol) est dissouts dans 

2.25 ml de THF. A ce mélange est additionné 0,773 ml de triéthylamine (0,55 mmol). Le chlorure 

d’acryloyle (0,310 ml ; 3,81 mmol) est ajouté goutte à goutte au mélange, maintenu à 5°C dans un bain de 

glace. L’augmentation de la température durant l’addition ne doit pas excéder 2°C. Le mélange réactionnel 

est ensuite laissé 30 minutes à 5°C puis est placé à température ambiante et à l’obscurité pendant 48 heures 

(figure 2-5). 

 

NH2 NH

O

Cl

O+
THF Et3N

48 heures

 

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

 

Le précipité apparu lors de la réaction est filtré sur un verre fritté de porosité 3 ou 4. Le filtrat est 

concentré à l’évaporateur rotatif. La poudre jaune obtenue est dissoute dans 60 mL de chloroforme et lavée 5 

fois avec  30 ml de solution saturée en bicarbonate de sodium.  La phase organique est séchée sur MgSO4 et 

filtrée sur un verre fritté de porosité 3. Le filtrat est concentré sur l’évaporateur rotatif (à température 

ambiante) pour donner un résidu huileux de couleur jaune et séché sous rampe à vide à température 

ambiante. La structure est déterminée par RMN (1H, 13C, 300 MHz) et par spectrométrie de masse (ESI-MS). 

Rendement : 500 mg (75,4%). RMN 1H NMR (CDCl3): δ (ppm) = 6,20 (d, 1H, CH2CHCONHCH2ad); 

6,06 (m, 1H, CH2CHCONHCH2ad); 5,56 (d, 1H, CH2CHCONHCH2ad); 2,96 (NHCH2Cad); 1,91 (s, 3H, 

adamantane); 1,62, (m, 6H, adamantane); 1,43 (s, 6H, adamantane). RMN 13C (CDCl3): δ (ppm) = 166,5 (s, 

1C, CCH2NHCOCHCH2); 131,7 (s, 1C, CCH2NHCOCHCH2); 126,05 (s, 1C, CCH2NHCOCHCH2); 123,55 

(s, 1C, CH2CHCONH); 123,05 (s, 1C, CH2CHCONH); 51,41 (s, 1C, adCCH2NHCO); 40,5 (s, 3C, 

adCCH2NHCO); 37,2 (s, 3C, adCCH2NHCO); 36,58 (s, 31, CHCOOH); 34,37 (s, 1C, adCCH2NHCO); 30,9 

(s, 1C, CCH2CHN); 28,54 (s, 3C, adCCH2NHCO). ESI-MS m/z = 206,20 uma pour [M+H+]. 
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I-2. 7 Synthèse de la L-arginine-N-acryloyle  

 

Dans un tricol, 1,5 g de L-arginine (8,6 mmol) sont additionnés à 10 mL de solution alcaline de 

pH=11. Le chlorure d’acryloyle (0,700 ml ; 8,6 mmol) est ajouté goutte à goutte au mélange, maintenu à 5°C 

dans un bain de glace. L’augmentation de la température durant l’addition ne doit pas excéder 2°C. Le 

mélange réactionnel est ensuite laissé 30 minutes à 5°C puis est placé à température ambiante et à l’obscurité 

pendant 18 heures (figure 2-6). 
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Figure 2-6 : Synthèse de l’arginine-N-acryloyle 

 

En fin de réaction, la solution, neutre, est acidifiée par de l’HCl 6N (2mL) afin d’atteindre un pH 

proche de 2. Ensuite, le milieu réactionnel est précipité dans 400 mL d’acétone puis filtré sur un verre fritté 

de porosité 3 (cf. figure 2.4). Le filtrat contenant le produit, est séché puis resolubilisé dans 3mL d’eau 

acidifiée. Cette solution est précipitée une nouvelle fois dans 50 mL d’acétone. Après filtration, le précipité, 

blanc, est séché à l’étuve à vide et à température ambiante. Sa structure est déterminée par RMN (1H, 13C, 2D 

homonucléaire) et par spectrométrie de masse (ESI-MS).  

Rendement 0,577 g (30%). RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 6,41 (m, 1H, CH2CHCONH); 6,04 

(d, 1H, CH2CHCONH); 5,58 (d, 1H, CH2CHCONH); 4,31 (m, 1H, NHCHCOOH); 3,24 (m, 2H, 

CHCH2CH2CH2NHC(N2H3)); 1,95 (m, 2H, CHCH2CH2CH2NHC(N2H3)); 1,68 (m, 

CHCH2CH2CH2NHC(N2H3)). RMN 13C (75 MHz, D2O): δ (ppm) = 185,05 (s, 1C, CHCOOH); 181,38 (s, 

1C, CH2CHCONH); 174,51 (s, 1C, NHC(NH)NH2) 132,65 (s, 1C, CH2CHCONH); 130,56 (s, 1C, 

CH2CHCONH); 57,65 (s, 1C, NHCHCOOH); 43,56 (m, 1C, CHCH2CH2CH2NHC(NH)NH2); 29,48 (m, 1C, 

CHCH2CH2CH2NHC); 27,55 (m, 1C, CHCH2CH2CH2NHC); 0 (s, TSP : ref). ESI-MS m/z = 229,20 uma 

pour [M+H+]. 
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I-3 – Réactions modèles 

I-3. 1 Analyse de la stabilité de la spermine à 

différents pH 

 

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant, 402 mg de sermine (2 mmol) sont 

dissous dans 2 ml d’eau. Le pH de la solution est ramené à 2,3 par l’ajout de 0,728 ml de HCl 6N. La 

réaction est conduite, sous agitation, durant 48 heures à 100°C (cf. : figure 2-15). Deux autres réactions sont 

réalisées à des pH=7 et 11,3. 

En fin de réaction, le mélange réactionnel est alors refroidi puis l’eau est lyophilisée. La poudre jaunâtre. Le 

produit brut est caractérisé par RMN 1H et spectrométrie de masse ESI-MS. 

Rendement : 402 mg (100%), RMN 1H (300 MHz, D2O): δ(ppm) = 3,16 (bs, 12H, 

NH2CH2CH2CH2NHCH2CH2CH2CH2NHCH2CH2CH2NH2); 2,16 (bs, 4H, NH2CH2CH2CH2NH); 1,84 (bs, 

4H, NHCH2CH2CH2CH2NH). 13C NMR (75 MHz, D2O): δ (ppm) = 51,09 (s, 2C, NHCH2CH2CH2CH2NH) ; 

48,63 (s, 2C, NHCH2CH2CH2CH2NH) ; 40,64 (s, 2C, NH2CH2CH2CH2NH) ; 27,89 (s, 2C, 

NH2CH2CH2CH2NH) ; 26,89 (s, 2C, NH2CH2CH2CH2NH). ESI-MS m/z = 203,2 uma pour [M+H+]. 

 

I-3. 2 Analyse de la réaction de Michaël entre la 

spermine et l’histidine-N-acryloyle 

 

Dans un monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant, 406,7 mg de spermine (2 mmol) sont dissous 

dans 0,69 ml d’eau. A ce mélange sont additionnés, 195,6 mg d’histidine-N-acryloyle (1 mmol). Le pH de la 

solution est ramené à 7 par l’ajout de 0,5 ml de soude à 0,5M ; et le mélange réactionnel est dilué par 0,5 ml 

d’eau déminéralisée. La modification est menée, sous agitation, durant 48 heures à 100°C (figure 2-7). 

En fin de réaction, le mélange réactionnel est alors refroidi. Une poudrre est récupérée après lyohilisation. La 

structure est déterminée par RMN (1H, 13C, 2D homonucléaire) et par spectrométrie de masse (ESI-MS). 
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Figure 2-7 : Réaction de Michaël de l'histidine-N-acryloyle sur la spermine 
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Rendement : 402 mg (100%), RMN 1H (300 MHz, D2O): δ(ppm) = 8,64 (s, 1H, imidazol); 7,33 (s, 1H, 

imidazol); 4,51 (bs, 1H, CHCOOH); 3,38 (bs, 2H, CCH2CHN); 3,16 (bs, 12H, 

NH2CH2CH2CH2NHCH2CH2CH2CH2NHCH2CH2CH2NH2); 3,14 (bs, 2H, NCH2CH2CONH);  2,79 (bs, 2H, 

NCH2CH2CONH); 2,16 (bs, 4H, NH2CH2CH2CH2NH); 1,.84 (bs, 4H, NHCH2CH2CH2CH2NH). 13C NMR 

(75 MHz, D2O): δ (ppm) = 178,29 (s, 1C, CHCOOH); 174,28 (s, 1C, NCH2CH2CONH); 135,97 (s, 1C, 

imidazol); 133,74 (s, 1C, imidazol); 118,09 (s, 1C, imidazol); 55,41 (s, 1C, CHCOOH); 48,53 (bs, 1C, 

NHCH2CH2CH2CH2NH); 46,68 (s, 1C, COCH2CH2NHCH2CH2CH2NH); 45,87 (s, 1C, 

COCH2CH2NHCH2CH2CH2NH); 44,97 (s, 1C, COCH2CH2NHCH2CH2CH2NH); 38,97 (s, 1C, 

NHCH2CH2CH2NH2); 38,73 (s, 1C, NHCH2CH2CH2NH2); 35,70 (s, 1C, HNCH2CH2CONH) ; 29,63 (s, 1C, 

CCH2CHN) ; 28,90 (s, 1C, COCH2CH2NHCH2CH2CH2NH); 25,70 (bs, 2C, NHCH2CH2CH2CH2NH); 0 (s, 

TSP : ref). ESI-MS m/z = 412,2 uma pour [M+H+]. 

 

I-3. 3 Analyse de la stabilité de la lPEI à 

différents pH 

 

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant, 232,6 mg de lPEI (5,4 mmol en 

unité éthylènimine ou EI) sont dissous dans 1 ml d’eau et 1 ml d’acide chlorhydrique 6N. Le pH de la 

solution est ramené à 1 par l’ajout de 2 ml de HCl 6N; et le mélange réactionnel est dilué par 0,617 ml d’eau 

déminéralisée pour obtenir concentration en lPEI de 1,17 M. La réaction est conduite, sous agitation, durant 

48 heures à 100°C (figure 2-8). Deux autres réactions sont réalisées à des pH=6 et 8. 

En fin de réaction, le mélange réactionnel est alors refroidi puis le produit est lyophilisé. La poudre jaunâtre 

est reprise dans de l’eau MiliQ et placée dans un boudin à dialyse, Spectrapore 1000WCO membranes 

pendant 24 heures. Une poudrre est récupérée après lyohilisation.La structure obtenue est déterminée par 

RMN (1H, 13C, 2D homonucléaire, 300 MHz) et par SEC. 
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Figure 2-8 : dégradation de la poly(éthylènimine) linéaire à différents pH dans les conditions de la réaction de 
Michaël 

 

Rendement : 232,6 mg (100%), RMN 1H (D2O): δ(ppm) = 3,50 (s, 4H, NHCH2CH2). 
13C NMR (D2O): δ 

(ppm) = 48,97 (s, 2C, NHCH2CH2); 0 (s, TSP : ref). 
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I-4 – Modification de la lPEI par différents synthons sur la 

lPEI 

I-4. 1 Modification de la lPEI par précurseurs 

d’acide aminé (premier protocole) 

 

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant, 500 mg de lPEI (11,6 mmol en 

unité éthylènimine ou EI) sont dissous dans 2 ml d’eau et 2 ml d’acide chlorhydrique 6N. A ce mélange sont 

additionné 602 mg d’histidine-N-acryloyle (2,88 mmol). La variation de la quantité de la L-histidine-N-

acryloyle permet d’obtenir différents taux de modification sur la lPEI (de 2 à 67%). Le pH de la solution est 

ensuite ramené à 7 par l’ajout de 2,5 ml de soude à 0,5M ; et le mélange réactionnel est dilué par 3,5 ml 

d’eau déminéralisée pour obtenir concentration en lPEI de 1,17 M. La modification est menée, sous azote et 

agitation, durant 48 heures à 100°C. 

En fin de réaction, le mélange réactionnel est alors refroidi puis lyophilisée. La poudre jaunâtre est précipitée 

dans 10 mL de méthanol acidifié par 1 mL de HCl. Le précipité jaune est filtré sur un verre fritté de porosité 

3 ou 4. Ensuite, il est  solubilisé dans 3 mL d’eau MiliQ et placé dans un boudin à dialyse, Spectrapore 

1000WCO membranes pendant 24 heures contre l’eau miliQ. Après récupération du contenu du boudin est 

lyophilisé pour obtenir une poudre jaune. La structure obtenue est déterminée par RMN (1H, 13C, 2D 

homonucléaire) et sa masse molaire est déterminée par SEC. 

 

RMN 1H (300 MHz, D2O) δ (ppm) = 8,5 (s, 1H, imidazole = C4NC2HNHC5H); 7,2 (s, 1H, C4NC2HNHC5H); 

4,32 (bs, 1H, CHCOOH); 3,2 (large singulet (ls), 4H, (NHCH2CH2), unité EI); 3,61 (ls, 2H, CCH2CHN); 2,8 

(lm, 4H, (NRCH2CH2), unité éthylènimine (EI) histidinilée); 2,57 (ls, 2H, NCH2CH2CONH); 2,35 (ls, 2H, 

NCH2CH2CONH). RMN 13C (75 MHz, D2O): δ (ppm) = 179,33 (s, 1C, CHCOOH); 177,98 (s, 1C, 

NCH2CH2CONH); 135,92 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 132,56 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 119,22 (s, 1C, 

C4NC2HNHC5H); 57,15 (s, 1C, CHCOOH); 51,92 (s, 1C, (NRCH2CH2NH), unité EI histidinilée); 47,70 (bs, 

2C, (NHCH2CH2), unité EI); 46,16 (s, 1C, (NRCH2CH2NH), unité EI histidinilée); 50,63 (s, 1C, 

NCH2CH2CONH); 35,23 (s, 1C, CCH2CHN); 28,89 (bs, 1C, NCH2CH2CONH); 0 (s, TSP : ref). 

 

I-4. 2 Modification de la lPEI par les précurseurs 

d’acide aminé (second protocole) 
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Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant, 500 mg de lPEI (11,6 mmol en 

unité éthylènimine ou EI) sont dissous dans 2 ml d’eau et 2 ml d’acide chlorhydrique 6N. A ce mélange sont 

additionné 602 mg d’histidine-N-acryloyle (2,88 mmol). La variation de la quantité de la L-histidine-N-

acryloyle permet d’obtenir différents taux de modification sur la lPEI (de 2 à 67%). Le pH de la solution est 

ensuite ramené à 7 par l’ajout de 2,5 ml de soude à 0,5M ; et le mélange réactionnel est dilué par 3,5 ml 

d’eau déminéralisée pour obtenir concentration en éthylènimine de 1,17 M. La modification est menée, sous 

azote et agitation, durant 48 heures à 100°C (figure 2-9). 

En fin de réaction, le mélange réactionnel est alors refroidi puis l’eau est lyophilisée. La poudre jaunâtre est 

reprise dans de l’eau MiliQ et placée dans un boudin à dialyse, Spectrapore 1000WCO membranes pendant 

24 heures. Après récupération du contenu du boudin, l’eau est lyophilisée pour obtenir une poudre jaune. La 

structure obtenue est déterminée par RMN (1H, 13C, 2D homonucléaire) et sa masse molaire est déterminée 

par SEC. 
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Figure 2-9 : Réaction  de Michaël de l'histidine-N-acryloyle sur la lPEI  

  

lPEI-N-histidine 

Rendement : 620,1 mg (72%). RMN 1H (300MHz, D2O) δ (ppm) = 8,5 (s, 1H, C4NC2HNHC5H); 7,2 (s, 1H, 

C4NC2HNHC5H); 4,32 (bs, 1H, CHCOOH); 3,2 (large singulet (ls), 4H, (NHCH2CH2), unité EI); 3,61 (ls, 

2H, CCH2CHN); 2,8 (lm, 4H, (NRCH2CH2), unité éthylènimine (EI) histidinilée); 2,57 (ls, 2H, 

NCH2CH2CONH); 2,35 (ls, 2H, NCH2CH2CONH). RMN 13C (75 MHz, D2O): δ (ppm) = 179,33 (s, 1C, 

CHCOOH); 177,98 (s, 1C, NCH2CH2CONH); 135,92 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 132,56 (s, 1C, 

C4NC2HNHC5H); 119,22 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 57,15 (s, 1C, CHCOOH); 51,92 (s, 1C, (NRCH2CH2NH), 

unité EI histidinilée); 47,70 (bs, 2C, (NHCH2CH2), unité EI); 46.16 (s, 1C, (NRCH2CH2NH), unité EI 

histidinilée); 50.63 (s, 1C, NCH2CH2CONH); 35.23 (s, 1C, CCH2CHN); 28.89 (bs, 1C, NCH2CH2CONH); 0 

(s, TSP : ref). 

 

lPEI-N-Arginine 

Rendement : 150 mg (32,6%). 1H NMR spectroscopy (300 MHz, D2O) δ = 4,01 (large multiplet (lm), 2H, 

(NRCH2CH2), unité éthylènimine (EI) greffée arginine); 3,67 (lm, 2H, (NRCH2CH2), unité EI greffée 
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arginine); 3,55 (ls, 1H, NHCHCOOH); 3,17 (bs, 2H, (NHCH2CH2), unité EI non modifiée); 2,94 (ls, 2H, 

(NHCH2CH2), unité EI); 2,72 (lm, 2H, NRCH2CH2CONH); 2,60 (ls, 2H, NCH2CH2CONH); 1,84 (ls, 2H, 

CHCH2CH2CH2NHC(N2H3)); 1,67 (ls, 2H, CHCH2CH2CH2NHC(N2H3)). RMN 13C (75 MHz, D2O): δ (ppm) 

= 188,30 (s, 1C, CHCOOH); 178,49 (s, 1C, CH2CHCONH); 159,51 (s, 1C, NHC(NH)NH2); 57,65 (s, 1C, 

NHCHCOOH); 50,63 (s, 1C, NCH2CH2CONH); 48,19 (bm, 2H, (NRCH2CH2), unité EI non modifiée et 

unité EI greffée arginine); 43,43 (m, 1C, CHCH2CH2CH2NHC(NH)NH2); 29,48 (m, 1C, 

CHCH2CH2CH2NHC); 28,89 (bs, 1C, NCH2CH2CONH) ; 27,55 (m, 1C, CHCH2CH2CH2NHC); 0 (s, TSP : 

ref). 

 

Etude cinétique  

Le protocole utilisé pour les études cinétiques est le même que le premier protocole. Cependant, 

l’expérience est réalisée pour un volume de 10 mL. Des prélèvements de 2 mL sont effectués à 30 min, 1 

heures 2 heures, 3 heures, 4 heures et 5 heures. La structure obtenue est déterminée par RMN (1H, 300 

MHz). Rendement de 75 à 85 % selon les prélèvements. 

 

I-4. 3 Modification de la lPEI par de l’histidine 

méthyle ester-N-acryloyle 

 

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant, 230 mg de lPEI (5,36 mmol en 

unité EI) sont dissous dans 1 ml d’eau et 2 ml d’acide chlorhydrique 6N.A ce mélange sont additionnés, 

203,4 mg d’histidine méthyle ester-N-acryloyle (1,1 mmol). Le pH de la solution est ramené à 1 par l’ajout 

de 0,5 ml de HCl 6N ; et le mélange réactionnel est dilué par 1 ml d’eau déminéralisée. La modification est 

menée, sous agitation durant 48 heures à 100°C (figure 2-10). 
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Figure 2-10 : Réaction  de greffage  de l'histidine méthyle ester-N-acryloyle sur la lPEI 

 

En fin de réaction, le mélange réactionnel est alors refroidi puis l’eau est lyophilisée. La poudre jaunâtre est 

précipitée dans 10 mL d’acétate d’éthyle. Le précipité jaune est récupéré et séché à l’étuve à vide sans 
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chauffage. La structure obtenue est déterminée par RMN (1H, 13C, 2D homonucléaire) et sa masse molaire 

est déterminée par SEC. 

Rendement : 466,6 mg (97%). RMN 1H (300, MHz, D2O) δ (ppm)=7,63 (s, 1H, imidazole = 

C4NC2HNHC5H); 6,87 (s, 1H, C4NC2HNHC5H); 4,33 (large singulet (ls), 1H, CHCOOCH3); 3,43 (ls, 2H, 

CCH2CHN); 2,86 (ls, 3H, CHCOOCH3); 2,86  (ls, 6H, (NHCH2CH2NRCH2CH2), unité EI histidinilée); 2.8 

(lm, 2H, NRCH2CH2); 2,42 (ls, 2H, NCH2CH2CONH); 2,14 (ls, 2H, NCH2CH2CONH). RMN 13C (75 MHz, 

D2O): δ ppm= 177,73 (s, 1C, NCH2CH2CONH); 174,72 (s, 1C, CHCOOCH3); 135,73 (s, 1C, 

C4NC2HNHC5H); 133,53 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 117,74 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 55,40 (s, 1C, 

CHCOOCH3); 51,33 (s, 1C, NHCH2CH2CONH); 48,97 (s, 1C, CHCOOCH3); 47,05-45,51 (m, 4C, 

(NRCH2CH2NHCH2CH2NR), unité EI non modifiée et unité EI histidinilée); 32,70 (s, 1C, 

NCH2CH2CONH); 29,13 (s, 1C, NHCHCH2C)); 0 (s, TSP : ref). 

 

Etude cinétique  

Le protocole utilisé pour les études cinétiques est le même que ci-dessus. Cependant, l’expérience est 

réalisée pour un volume de 10 mL. Des prélèvements de 2 mL sont effectués à 30 min, 1 heures 2 heures, 3 

heures, 4 heures et 5 heures. Le solvant est lyophilisé et la structure du produit est déterminée RMN (1H, 300 

MHz). Rendement de 75 à 80% selon les prélèvements. 

 

 

I-4. 4 Modification de la lPEI par les synthons 

adamantanes 

 

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant, 43 mg de lPEI (1 mmol en unité 

EI) sont dissous dans 0,192 ml de DMSO. Le milieu réactionnel est mis dans un bain d’huile à 100°C. A ce 

mélange est additionnée, 13,1 mg du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle (0,06 mmol). La variation de 

la quantité du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle permet d’obtenir différents taux de modification sur 

la lPEI (de 0,4 à 50%). La modification est menée, sous agitation durant 24 heures à 100°C (figure 2-11). 

En fin de réaction, le mélange réactionnel est alors refroidi. Le milieu réactionnel est précipité dans 5 mL de 

THF. Le précipité jaune est récupéré et séché à l’étuve à vide sans chauffage. La poudre jaunâtre est reprise 

dans de l’eau MiliQ et placée dans un boudin à dialyse, Spectrapore 1000WCO membranes pendant 24 

heures. L’eau est lyophilisée pour obtenir une poudre jaune. La structure obtenue est déterminée par RMN 

(1H, 13C, 2D homonucléaire) et sa masse molaire est déterminée par SEC. 
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Figure 2-11 : Réaction  de modification de la lPEI par  du 1-adamantane-méthylamine-N-acryloyle 

 

 

lPEI-N-Adamantane méthylamine 

Rendement : 40,8 mg (75,6%). RMN 1H (300 MHz, D2O) δ (ppm) = 4,20-3,25 (large singulet (ls), 8H, 

NHCH2CH2 NRCH2CH2), unité éthylènimine (EI) non modifiée et unité EI greffée adamantane); 3,17 (m, 

4H, NCH2CH2CONH); 2,70 (NHCH2Cad); 1,91 (s, 3H, adamantane); 1,59, (m, 6H, adamantane); 1,43 (s, 

6H, adamantane). RMN 13C (75MHz, D2O): δ (ppm) = 164,72 (ls, 1C, NCH2CH2CONH); 48.73 (m, 

NHCH2Cad); 45,53 (ls, 1C, NRCH2CH2CONH); 45,53-44,68 (bs, 2C, (NHCH2CH2NRCH2CH2NH, unité EI 

greffée adamantane); 44,66 (ls, 2C, (NHCH2CH2NRCH2CH2NH, unité EI); 38,23 (ls, 1C, 

NRCH2CH2CONH); 33,68 (m, 1C, CH2adamantane); 28,18 (ls, 3C, adamantane); 27,5 (s, 3C, adamantane); 

0 (s, TSP : ref). 

 

lPEI-N-Adamantane éthanol 

Rendement : 51,1 mg (77%). RMN 1H (300MHz, CDCl3) δ (ppm) = 4,20-3,25 (ls, 8H, NHCH2CH2 

NRCH2CH2), unité (EI) non modifiée et unité EI greffée adamantane); 3,17 (m, 4H, NCH2CH2CONH); 2,70 

(m, NHCH2Cad); 1,91 (s, 3H, adamantane); 1,59, (m, 6H, adamantane); 1,43 (s, 6H, adamantane). RMN 13C 

(75 MHz, D2O): δ (ppm) = 173,07 (ls, 1C, NCH2CH2CONH); 57,72 (m, 1C, CH2CH2Cad); 51,19-49,45 (ls, 

2C, (NHCH2CH2NRCH2CH2NH, unité EI); 48,69 (ls, 1C, NRCH2CH2COOCH2CH2); 45,53-44,68 (bs, 2C, 

(NHCH2CH2NRCH2CH2NH, unité EI greffée adamantane); 47,52 (m, 1C, CH2CH2Cad); 43,06 (ls, 1C, 

NRCH2CH2COOCH2CH2); 42,78 (s, 3C, adCCH2CH2NHCO); 37,2 (s, 3C, adCCH2CH2NHCO); 32,04 (s, 

1C, adCCH2CH2NHCO); 28,18 (bs, 3C, adamantane); 0 (s, TSP : ref). 

Etude cinétique  

Le protocole utilisé pour les études cinétiques est le même que ci-dessus. Toutefois, des 

prélèvements à 30 min, 1 heures 2 heures, 3 heures, 4 heures et 5 heures sont effectués lors de la réaction. Le 

solvant est évaporé et le produit est séché à l’étuve à vide. La structure obtenue est déterminée par RMN (1H, 

300 MHz). Rendement de 90 à 80% selon les prélèvements. 
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I-4. 5 Modification des lPEI-N-histidine par le 1-

adamantane méthylamine-N-acryloyle  

 

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant, 100 mg de lPEI-N-histidine (2,3 

mmol en unité éthylènimine ou EI) sont dissous dans 0,448 ml de DMSO. Le milieu réactionnel est mis dans 

un bain d’huile à 100°C. A ce mélange est additionnée, 33,5 mg de 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle 

(0,15 mmol). La modification est menée, sous agitation, durant 24 heures (figure 2-12). 

En fin de réaction, le mélange réactionnel est alors refroidi. Le milieu réactionnel est précipité dans 5 mL de 

THF. Le précipité jaune est récupéré et séché à l’étuve à vide sans chauffage. La poudre jaunâtre est reprise 

dans de l’eau MiliQ et placée dans un boudin à dialyse, Spectrapore 1000WCO membranes pendant 24 

heures. L’eau est lyophilisée pour obtenir une poudre jaune. La structure obtenue est déterminée par RMN 

(1H, 13C, 2D homonucléaire) et sa masse molaire est déterminée par SEC. 
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Figure 2-12 : Réaction  de greffage du 1-adamantane-méthylamine-N-acryloyle sur la lPEI-N-histidine 24% 

 

lPEI-N-histidine-N-Adamantane méthylamine 

Rendement : 63 mg (56,3%). RMN 1H (300 MHz, D2O) δ (ppm) = 7.66 (s, 1H, imidazole = 

C4NC2HNHC5H); 6,89 (s, 1H, C4NC2HNHC5H); 4,20 (large singulet (ls), 1H, CHCOOH); 3,46 (ls, 2H, 

CCH2CHN); 3,02-2,75 (ls, 12H, NHCH2CH2 NRCH2CH2), unité éthylènomone (EI) non midifiée, unité EI 

histidinilée et unité EI greffée adamantane); 2,75-2,64 (ls, 4H, NCH2CH2CONH-histidine et 

NCH2CH2CONHCH2ad); 2,42 (NHCH2Cad); 1,86 (s, 3H, adamantane); 1,61 (m, 6H, adamantane); 1,38 (s, 

6H, adamantane). RMN 13C (75 MHz, D2O): δ (ppm) = 179,33 (s, 1C, CHCOOH); 177,98 (s, 1C, 

NCH2CH2CONHhist); 164,72 (ls, 1C, NCH2CH2CONHCH2ad); 135,92 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 132,56 (s, 

1C, C4NC2HNHC5H); 119,22 (s, 1C, C4NC2HNHC5H); 57,15 (s, 1C, CHCOOH); 50,63 (s, 1C, 

(NRCH2CH2CONHhis)); 48,73 (NHCH2Cad); 47.70 (ls, 2C, (NHCH2CH2NRCH2CH2NH, unité EI); 46,16-



 

Synthèses et caractérisations de nouveaux polymères, à base de poly(éthylènimine), non toxiques et efficaces en 

thérapie génique  100 / 221 
Emilie BERTRAND 
 

44,68 (ls, 4C, (NHCH2CH2NRCH2CH2NH, unité EI histidinilée et unité EI greffée adamantane); 45,53 (ls, 

1C, NRCH2CH2CONHCH2ad); 38,23 (ls, 1C, NRCH2CH2CONH); 36,58, s, 3C, adamantane); 35,23 (s, 1C, 

(C4NC2HNHC5H)CCH2CHN); 33,68 (m, 1C, CH2ad); 39,79 (s, 3C, adamantane); 28,89 (ls, 1C, 

NCH2CH2CONHhis); 28,16 (ls, 3C, adamantane);; 0 (s, TSP : ref). 

 

lPEI-N-histidine méthyle ester-N-Adamantane méthylamine 

Rendement : 56,2 mg (50%). RMN 1H (D2O) δ (ppm) = 8,02 (s, 1H, C4NC2HNHC5H); 6,91 (s, 1H, 

C4NC2HNHC5H); 3,43 (large singulet (ls), 2H, CCH2CHN); 4.33 (ls, 1H, CHCOOCH3); 3,02-2,75 (ls, 12H, 

NHCH2CH2 NRCH2CH2), unité éthylènimine (EI) non modifiée, unité EI histidinilée et unité EI greffée 

adamantane); 3,17 (m, 4H, NCH2CH2CONH); 2,86 (ls, 3H, CHCOOCH3); 2,8 (lm, 2H, NRCH2CH2); 2,70 

(NHCH2Cad); 2,42 (ls, 2H, NCH2CH2CONH); 2,14 (ls, 2H, NCH2CH2CONH). 1,91 (s, 3H, adamantane); 

1,59, (m, 6H, adamantane); 1,43 (s, 6H, adamantane). 

 

I-4. 6 Modification de la lPEI-N-histidine 21% par 

de l’arginine-N-acryloyle 

 

Typiquement, dans un monocol de 10 mL, équipé d’un réfrigérant, 500 mg de lPEI-N-histidine (11,6 

mmol en unité éthylènimine ou EI) sont dissous dans 0,348 ml d’eau. A ce mélange est additionnée, 602 mg 

de la L-arginine-N-acryloyle (2,8 mmol). Le pH de la solution est ramené à 7 par l’ajout de 0,1 ml de soude à 

0,5M. La modification est menée, sous agitation, durant 48 heures à 100°C (figure 2-13). 

En fin de réaction, le mélange réactionnel est alors refroidi puis l’eau est lyophilisée. La poudre jaunâtre est 

reprise dans de l’eau MiliQ et placée dans un boudin à dialyse, Spectrapore 1000WCO membranes pendant 

24 heures. L’eau est lyophilisée pour obtenir une poudre jaune. La structure obtenue est déterminée par 

RMN (1H, 2D homonucléaire) et sa masse molaire est déterminée par SEC. 
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Figure2-13 : Réaction  de modification de la lPEI-N-his 21% par de l’arginine-N-acryloyle 

 

Rendement : 30,7 (53%). RMN 1H (D2O) δ (ppm) = ,02 (s, 1H, C4NC2HNHC5H); 6,91 (s, 1H, 

C4NC2HNHC5H); 4,3 (s, 1H, CONHCHCH2(C
4NC2HNHC5H)COO); 3,92, (lm, 1H, CONHCH(COO)-

CH2CH2CH2NHC(NH)NH2); 3,62-2,56 (lm, 2H, (NRCH2CH2), unité ethylènimine (EI non modifiée, EI 

greffée arginine et EI greffée histidine); 3,55 (ls, 1H, NHCHCOOH); 3,14 (1H, 

CH2CONHCHCH2(C
4NC2HNHC5H)); 2,72 (lm, 4H, NRCH2CH2CONH); 2,60 (ls, 4H, NCH2CH2CONH); 

1,84 (bs, 2H, CHCH2CH2CH2NHC(N2H3)); 1,67 (ls, 2H, CHCH2CH2CH2NHC(N2H3)).  

 

II – Techniques d’analyse 

II-1 –  Spectroscopie de Résonance magnétique nucléaire (RMN) 

II-1. 1 RMN du proton ( 1H) 

 

Les analyses RMN 1H ont été enregistrées à l’aide d’un spectromètre Bruker Avance 300 MHz. 

L’expérience  utilisée pour les analyses RMN 1H est zg30 obtenue avec 128 scans.  

Pour obtenir les expériences RMN 2D homo-nucléaire et hétéro-nucléaire, les paramètres appliqués 

sont ABSL=1 et ISEN=500. 

 

II-1. 2 RMN du carbone ( 13C) 

 

Les analyses RMN 13C ont été enregistrées à l’aide d’un spectromètre Bruker Avance 75 MHz. Le 

nombre de scans utilisé pour ces expériences est de 4000 ou 16000 scans (13C  inversagate : zgig). 
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II-1. 3 Généralités sur les expériences de RMN 

 

Les valeurs des déplacements chimiques (δ) sont exprimées en partie par million (ppm). Par ailleurs 

la calibration des spectres est réalisée en en utilisant comme référence l’acide triméthyle silyle 3 propionique 

2, 2, 3, 3, sodium (TMP). Le tableau 2-3 répertorie tous les déplacements en proton résiduel et en carbone 

des solvants deutéré ayant servi aux analyses effectuées.   

 

Tableau 2-3 : déplacements chimiques des molécules résiduelles protonées dans les solvants deutérés correspondants 
en RMN pour la calibration des spectres 

 HOD CHCl3 CD3SO2H TMP 
1H (ppm) 4,79 7,27 2,5 0 
13C (ppm)  77 43 0 

 

II-1. 4 RMN DOSY 

 

Les expériences RMN DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy) ont été réalisées sur un 

spectromètre Avance 300 MHz Bruker dans le DMSO à 25°C. La calibration en température du spectromètre 

a été réalisée entre 298K et 313K à l’aide d’un échantillon 100% CH3OH, la différence de déplacement 

chimique entre les deux pics du méthanol étant linéaire dans cette gamme de température. La force des 

gradients a été déterminée en utilisant un insert en plexiglass dont la taille a été mesurée avec précision 

(8mm ± 0.01 de long, diamètre extérieur de l’insert égal au diamètre intérieur du tube RMN) ; l’insert est 

immergé dans un tube RMN contenant de l’eau H2O très pure. La force des gradients a été déterminée en 

utilisant la séquence RMN calibgp et une valeur de 56.8 G/cm a ainsi été trouvée. Afin de vérifier la 

précision de la calibration en température et des gradients, une expérience DOSY a été réalisée sur un tube 

RMN contenant un mélange de H2O/D2O (10%/90% en moles) dont le coefficient de diffusion a été publié 

par Weingärtner and al. (1.935×10-9 m2.s-1). Notre mesure de coefficient de diffusion sur ce tube a donné une 

valeur de 1.934×10-9 m2.s-1. Le parfait accord entre les deux valeurs a confirmé la précision des réglages du 

spectromètre RMN. Les expériences DOSY ont été réalisées en utilisant la séquence stegp1s avec 16 

expériences et en faisant varier le pourcentage de gradient entre 5% et 95%. Avant chaque expérience, les 

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

 

L’appareil utilisé pour les mesures de spectrométrie de masse en ionisation electrospray est un 

spectromètre API2000. 

Les produits sont solubilisés, à une concentration de  1.10-4 M, dans de un milieu aqueux du méthanol. 

 

II-3 – Dosage en retour des polycations 

 

La lPEI n’étant pas soluble dans l’eau basique, un dosage en retour sur les polyamines est réalisé. 

Dans un bécher, 0,23 mmol d’amine secondaire en unités EI des polymères (lPEI, lPEI histidinylée) sont 

pesés précisément. 9 ml d’eau distillée à pH=9 sont ajoutés puis 3 ml d’HCl à 0,1 mol/L. Le pH de cette 

solution est d’environ de 2. La solution obtenue est dosée par la soude à 5.10-2 mol/L. L’évolution du pH est 

suivie à l’aide d’un système automatique de dosage LogipH, d’une électrode de référence au calomel 

(Tacussel) et d’une électrode de verre haute alcalinité (électrode de mesure, Tacussel XG200). 

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

méthode des dérivées. 

 

II-4 – Solubilité et masse molaire des polymère et 

détermination des diamètres des polyplexes par diffusion de la 

lumière dynamique 

II-4. 1 Condition 

IIIIIIIIIIII----4. 1. 1 4. 1. 1 4. 1. 1 4. 1. 1   Solubilité et masse molaire des polymère Solubilité et masse molaire des polymère Solubilité et masse molaire des polymère Solubilité et masse molaire des polymèressss    

 

La solubilité et les masse molaires des différents polymère sont déterminées par nano zétasizer 

(Malvern Instruments, France, laser rouge = 633 nm, angle=173°) utilisant la diffusion de la lumière 

dynamique, d’après la diffusion des polymères.  

Cet appareil est aussi utilisé pour estimer les masses molaires des polymères, utilisant la dispersion 

des solutés à diverse concentration d’échantillon polymère. Les mesures permettent d’obtenir la courbe de 

Debey, déterminé par l’intensité moyenne de variation des échantillons en fonction de leur concentration. 
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L'interception de l'extrapolation à la concentration nulle peut être calculée. Le paramètre qu’il faut 

déterminer au préalable est la variation de l’indice de réfaction du polymère dans la solution aqueuse (dn/dC) 

déterminée par SEC. Ce paramètre entre dans le calcul de la masse molaire. 

 

IIIIIIIIIIII----4. 1. 1 4. 1. 1 4. 1. 1 4. 1. 1   Détermination des diamètres des polyplexe polymère/plasmide Détermination des diamètres des polyplexe polymère/plasmide Détermination des diamètres des polyplexe polymère/plasmide Détermination des diamètres des polyplexe polymère/plasmide    

 

Un ZetaSizer 3000 (Malvern Instruments, Orsay, France, laser = 204 nm), utilisant aussi la diffusion 

de la lumière dynamique à permis pour obtenir les diamètres des polyplexes vecteurs cationiques/ADN, 

d’après la diffusion des particules dans la solution HEPES 

 

II-4. 2 Protocole 

 

Les mesures solubilité des vecteurs synthétisés sont réalisées en solution aqueuse (eau, HEPES et 

HEPES + 150 mM NaCl), pour une concentration de 1mg/ml de polymère. 

Les mesures de tailles des complexes polymères, selon le ratio en poids) sont réalisées dans 1 mL de 

tampon 60 mM HEPES pH=7,4, en présence et en absence de 150 mM de NaCl. 

Les mesures de masse molaire des polymères sont réalisées en solution aqueuse, avec six 

concentrations différentes de produits, (3 mg/mL, 2,75 mg/mL, 2,5 mg/mL, 2 mg/mL, 1,75 mg/mL et 1,5 

mg/mL). 

II-5 – Le potentiel zêta 

II-5. 1 Condition 

 

Les zétasizer de la société Malvern (nano zétasizer) sont aussi utilisés pour caractériser le potentiel 

zêta des polymères et des polyplexes. 

Les potentiels zêta des nouveaux polymères est déterminé par un nano zêtasize series (Malvern 

Instruments, France, laser rouge = 633 nm, angle=173°), tandis que ceux des polyplexes sont obtenus par le  

ZetaSizer 3000 (Malvern Instruments, Orsay, France, laser = 204 nm). 

Le potentiel zêta est mesuré en appliquant un champ électrique à travers une dispersion de polymères 

(ou complexes). Les particules dans la dispersion avec un potentiel de zêta émigreront vers l'électrode de la 

charge opposée avec une vitesse proportionnelle à l'importance du potentiel de zêta. Cette vitesse est 

mesurée utilisant la technique de l'anémométrie de laser Doppler. Le déplacement de fréquence ou le 
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déphasage d'un rayon laser d'incident provoqué par ces particules mobiles est mesuré comme mobilité de 

particules, et cette mobilité est convertie en potentiel de zêta en entrant la viscosité de dispersant, et 

application des théories de Smoluchowski et de Huckel. 

 

II-5. 2 Protocole 

 

Les mesures de potentiel zêta des vecteurs synthétisés sont réalisées en solution aqueuse, pour une 

concentration de 1mg/ml de polymère. 

Les mesures de tailles des complexes polymères (selon le ratio 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 réalisée sur deux colonnes analytiques, cationiques, 

monté en série, de type  CAT 1000 et CAT 100 de la société E Progen Inc. 

La chaîne SEC comprend une pompe shimadzu LC10Ai,  un injecteur automatique SIL-20A, un détecteur 

spectrophotométrique (DDL, MALLS), un détecteur de viscosité (Viscostar II, Wyatt Technology Corp) et 

un détecteur réfractométrique différentiel (RID 10 A Shimadzu). L’injection des différents polymères 

(10mg/mL) est réalisée à partir d’une solution de produit dissous dans un éluant aqueux de LiNO3 0,1 mol/L, 

pH 5,5 (filtré sur 0,1µm). 

L'exploitation des résultats s'effectue grâce à l'interface d'acquisition et au logiciel Astra 5.3.4.14.  La 

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

 

III – Protocoles biologiques 

III-1 –  Gels d’électrophorèse 

III-1. 1 Généralité sur l’électrophorèse 

 

Pour déterminer  la quantité de polymère  nécessaire à une complexation complète de l’ADN, une 

électrophorèse est effectuée. 



 

Synthèses et caractérisations de nouveaux polymères, à base de poly(éthylènimine), non toxiques et efficaces en 

thérapie génique  106 / 221 
Emilie BERTRAND 
 

Le principe de l’électrophorèse réside dans le fait que l’on dépose sur un gel d’agarose de l’ADN 

chargé négativement et qu’il migre vers un pôle positif par application d’une tension électrique sur le gel. Si 

le plasmide est complexé à un polymère cationique, il devient plus gros et ne peut plus migrer dans les pores 

du gel. En faisant varier la quantité de polymère par rapport à la quantité du plasmide utilisé, c'est-à-dire en 

faisant varier le rapport N/P (quantité d’azote protonée provenant du polymère sur la quantité de phosphate 

présent dans l’ADN), on peut déterminer la quantité minimale de polymère nécessaire pour condenser le 

plasmide. 

 Pour visualiser l’ADN et le complexe, le bromure d’éthydium est utilisé. C’est un composé qui 

devient fluorescent lorsqu’il s’intercale entre les paires de bases de l’ADN. Il faut signaler qu’à très forte 

condensation, le marqueur fluorescent ne s’intercale plus dans l’ADN et les complexes ne plus visibles sous 

la lampe UV. 

 

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

 

 Les gels d’électrophorèse qui sont utilisés sont réalisés avec une concentration d’agarose de 6%. 

3 g d’agarose sont solubilisés à chaud dans 50ml de tampon TEB (tris borate EDTA : 89 mM Tris 

(tris(hydroxyméthyl)aminométhane), 89 mM d’acide borique, 2 mM EDTA, pH = 8,3). Après solubilisation 

totale de l’agarose, le mélange est refroidit et le bromure d’éthydium y est ajouté. Ensuite le gel est coulé sur 

une plaque. 

 

III-1. 3 Protocole  

 

- La capacité des vecteurs à former des complexes avec le plasmide pADN (pT11033-luc, 

9514 pb de Trangène SA, Strasbourg, France) est examinée par électrophorèse à 90 mV. Le 

gel d’agarose (0,6%) contient le bromure d’éthydium.  

- Pour obtenir la formation d’un complexe vecteur/ADN contenant 1µg d’ADN, pour un 

rapport en poids w/w = 6/1, il faut : 

o Dans un épendorf, ajouter 6 µl de polymère à 1 mg/ml dans 6 µl de tampon Hepes 

10 mM pH 7,4. 

o Dans un autre épendorf, prendre 1 µl de plasmide (1µg/µl) et ajouter 1µl de de 

tampon Hepes 10 mM pH 7,4. 

o Additionner la solution de polymère dans la solution du plasmide, mélanger 3 fois 

avec la pipette. 

o vortexer 4s et laisser reposer 30 min à température du labo. 



 

Synthèses et caractérisations de nouveaux polymères, à base de poly(éthylènimine), non toxiques et efficaces en 

thérapie génique  107 / 221 
Emilie BERTRAND 
 

o Ajouter 5µg de bleu de charge ou BET (pour localiser l’ADN, par fluorescence) 

o Mettre le mélange de polyplexes dans les puits du gel retard 

La formation des polyplexes a été examinée pour les ratios w/w vecteur/ADN de 1/1 à 8/1. La complexation 

du plasmide est démontrée par le manque complet de migration de l’ADN. 

 

III-2 –  Transfection in vitro 

 

Le plasmide (pADN) utilisé pour les tests in vitro est le plasmide pTG11033-luc possédant 9514 pb 

(de Trangène SA, Strasbourg, France) contenant le gène codant pour la luciférase dont l’expression est sous 

la dépendance du promoteur du cytomégalovirus CMV. 

 

III-2. 1 Test luciférase 

 

 Le principe du test repose sur l’oxydation de la luciférine par la luciférase avec émission d’un 

photon. 

En ajoutant de la luciférine au lysat des cellules transfectées, il est ainsi possible de mesurer la quantité de 

lumière émise et d’évaluer l’expression du gène luciférase c'est-à-dire l’efficacité de la transfection. 

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

préalablement déterminées par électrophorèse.  

 

III-2. 2 Protocole de transfection 

 

Les tests de transfection ont été réalisé pour des ratios vecteur/ADN de w/x=3/1 et 6/1. 

Pour obtenir la formation d’un complexe /ADN contenant 7,5µg d’ADN, pour un rapport en poids 

w/w = 1/6, il faut : 

o Ajouter 90 µl de polymère à 1 mg/ml dans tampon Hepes 10 mM pH 7,4 dans 7,5 

µg de plasmide ADN préparé dans 100 µl de tampon Hepes 10 mM pH 7,4 

o vortexer 4s et laisser reposer 30 min à température du labo. 

o Ajuster à 1,5 ml avec du milieu de culture avec 10% sérum 

 

L’efficacité du transfert de gène par les polyplexes est évaluée in vitro sur les lignées cellulaires HeLa et 

C2C12 ; utilisant le  plasmide pTG11033-luc. Les cellules, placées dans des puits de transfection sont 
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incubées durant 4 heures à 37°C avec 0,5 ml de polyplexes (contenant 2,5 µg de pADN) dans un milieu de 

culture contenant 10% de sérum de veau fœtal. Ensuite, le milieu de culture est changé et remplacé par un 

milieu de culture fraichement réalisé sans polyplexes. 

L’activité luciférase est mesurée au bout de 48 heures de culture avec un luminomettre (λex=488 

nanomètre) et exprimée en RLU/mg de protéines. 
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Chapitre 3 : 

Synthèse de dérivés de 

poly(éthylènimine) linéaire  
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Depuis 1987, les peptides sont utilisés pour obtenir des vecteurs efficaces en transfection, notamment 

en présence de chloroquine, mais ils présentent une toxicité peu compatible avec une application in vivo117. 

Le premier polypeptide utilisé pour cette application est la poly(L-lysine)105. Un greffage d’histidine sur cette 

macromolécule a permis une diminution de la toxicité du polymère initial121 en améliorant les performances 

de transfection. L’objectif de cette partie est de réaliser des vecteurs synthétiques à base de 

poly(éthylènimine) linéaire (lPEI), modifiée par différents greffons, le but étant de diminuer la toxicité du 

polymère, en améliorant les performances de transfection de ce matériau. Ces synthèses sont conduites en 

utilisant la réaction de Michael, entre une fonction acrylamide ou ester activée et une fonction amine de la 

lPEI.  La première étape de ce travail est dédiée à la démonstration de la réaction de Michael par utilisation 

de composés modèles de faible masse molaire, pouvant être facilement analysés selon les techniques 

usuelles. Ce travail sera ensuite étendu à la lPEI, polymère d’intérêt, et différents type de greffons (possédant 

des résidus histidines, arginines, adamantanes …). Enfin, nous évaluerons la possibilité de conduire un 

double greffage sur la lPEI. Un effort particulier sera porté au cours de ce travail à l’étude d’éventuelles 

réactions secondaires pouvant intervenir au cours des étapes de greffage.  

 

I – Synthèse des précurseurs 

I-2 – Synthèse de la L-histidine-N-acryloyle 

 

La modification de la fonction amine par le chlorure d’acryloyle est conduite selon la réaction 

suivante (figure 3-1)185. 
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Figure 3-1 : Schéma de synthèse de la L-histidine-N-acryloyle 

 

L’acide aminé est modifié en présence du chlorure d’acryloyle en milieu aqueux par une réaction 

d’addition élimination. La figure 3-2 montre l’état de protonation de la L-histidine en fonction du pH, et la 

nécessité de conduire cette réaction en milieu basique.  
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Figure 3-2 : Résultats des tests de précipitation de la L-histidine dans l'acétone en fonction du pH du mélange et de 
la forme protonée de l'acide aminé 

 

Au début de la synthèse, le pH est de 14, et diminue jusque pH = 6-7 en fin de réaction. L’histidine 

est séparée de l’histidine-N-acryloyle par précipitation d’une solution aqueuse à pH=2 dans l’acétone 

puisque la charge globale de la L-histidine-N-acryloyle est nulle, alors que l’histidine est chargée 

positivement à ce pH (figure 3-2).  

Deux précipitations doivent être menées afin d'éliminer l'acide acrylique résiduel mis en évidence par la 

présence d'un pic à 5,92 ppm par RMN 1H.  Le spectre RMN 1H du produit final est présenté figure 3-3. La 

présence du produit attendu est mise en évidence par l'apparition de pics à 8,27,  pour le proton de l’amide, 

et, entre 6,32 ppm et 5,61 ppm, pour les protons de la double liaison acryloyle. La présence d’un pic à 4,2 

ppm, pour toutes les réactions réalisées, doit être mentionnée, son explication sera traitée plus loin dans ce 

manuscrit. 
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Figure 3-3 : Spectre RMN 1H de la L-histidine-N-acryloyle (EB128e) dans le DMSO-d6 à 25°C, ([EB128e]=20 
mg/ml) 

 

Le spectre de masse (figure 3-4) obtenu par ESI-MS confirme cette analyse. Il met en évidence 

essentiellement deux pics à m/z 210,2 uma et 232,2 uma attribués à la L-histidine-N-acryloyle, 

respectivement monochargés en proton et sodium. 

 

 

Figure 3-4 : Spectre ESI-MS de l’histidine-N-acryloyle dans H2O ([EB128a]=1.10-4mol.L-1) 

 

Le premier protocole, adapté des travaux de Iwakura185 utilisé pour cette synthèse (EB043) aboutit à 

un rendement de 0,5% en L-histidine-N-acryloyle, qui est jugé trop faible. Le tableau 3-1 récapitule les 

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

Expériences 

Température 
mélange 

réactionnel lors 
de l’addition du 

chlorure 
d’acryloyle (°C) 

Temps de 
réaction 
après 

addition du 
réactif 

(heures) 

Concentration 
stoechiométrique 
des deux réactifs 

(mol.L-1) 

Quantité 
de soude  

(g) 

Rendement* 
(%) 

EB043185 25 48 0,2 3 0,5 
EB068186 5 48 0.2 3 3 
EB069 5 24 0,2 3 1,1  
EB073 5 24 0,66 3 3,6 

EB091 5 18 0,66 3 
23 non 

reproductible 

EB094 5 18 2 3 
Très faible ou 

nul 
EB096187 5 18 2 1 43 

* rendement déterminé après double précipitation dans l’acétone. 

 

Lorsque la température de la solution aqueuse de L-histidine est abaissée à 5°C lors de l'addition du 

chlorure d'acryloyle, nous observons une légère augmentation du rendement  (EB068)186. Une diminution du 

temps de réaction a aussi permis une légère amélioration du rendement. Enfin, l’augmentation des 

concentrations en réactif (EB091) et la diminution de la quantité de soude ajoutée (EB096) ont permis 

d’obtenir un rendement de 43 %, reproductible. 

 

I-3 – Synthèse de la L-histidine méthyle ester-N-acryloyle 

 

La L-histidine méthyle ester est insoluble dans l’eau à pH=14. La réaction d’addition élimination de 

la L-histidine méthyle ester est réalisée dans le dichlorométhane en présence de triéthylamine. La solution de 

L-histidine méthyle ester et de triéthylamine est placée à 5°C, puis le chlorure d’acryloyle est ajouté 

lentement (figure 3-5)187. La réaction est alors conduite durant 48 heures. 
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Figure 3-5 : Schéma de synthèse de l'histidine méthyle ester-N-acryloyle 

 

Le produit de la réaction est ensuite purifié par une extraction eau-acétate d’éthyle. Ensuite, la partie 

organique est analysée par RMN 1H (figure 3-6), RMN 13C et ESI-MS (en annexe). Le rendement de la 

réaction est de 35%. 
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Figure 3-6 : Spectre RMN 1H la L-histidine méthyle ester-N-acryloyle (EB061a) dans DMSO-d6 à 25°C, 
([EB061a]=20 mg/ml) 

 

 I-4 – Synthèse du 1-adamantane éthanol-O-acryloyle 

 

La réaction d’addition-élimination entre le 1-adamantane éthanol et le chlorure d’acryloyle est 

réalisée dans le THF contenant de la triéthylamine, durant 48 heures à température ambiante (figure 3-7). 
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Figure 3-7 : Schéma de synthèse du 1-adamantane éthanol-O-acryloyle 

 

A la fin de la réaction, le produit est purifié par une extraction dichlorométhane-eau carbonate de 

soude saturé. La fraction organique est séchée et le produit obtenu est caractérisé par RMN 1H (figure 3-8), 

RMN 13C et ESI-MS. 
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Figure 3-8 : Spectre RMN 1H du 1-adamantane alcool-O-acryloyle (EB014a) dans CDCl3 à 25°C, ([EB014a]=20 
mg/ml) 

 

L’analyse RMN 1H du produit pur, le 1-adamantane éthanol-O-acryloyle, est confirmée par la 

spectrométrie de masse (ESI-MS).  Le pic observé à m/z=257,2 uma est attribué au composé 1-adamantane 

éthanol-O-acryloyle sous la forme monochargée par un cation sodium (figure 3-9). Le pic à 491,4 amu est 

attribué à deux molécules du 1-adamantane éthanol associées à un cation sodium. Le pic à 355,3 amu peut 

être dû à une impureté provenant du spectromètre ; en effet aucune combinaison entre les molécules (entière 

et dégradée) associées à différents cations ne correspond à cette masse.  

Cette synthèse a donné un rendement de 93%, elle est quasiment totale. 

 

 

Figure 3-9 : Spectre ESI-MS du 1-adamantane éthanol-O-acryloyle ([EB014a]=1.10-4 mol.L-1) 
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I-4 – Synthèse du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle 

 

La synthèse du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle (figure 3-10) est réalisée dans les mêmes 

conditions que pour le produit précédent. 
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Figure 3-10 : Schéma de synthèse du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle 

 

Après l’extraction chloroforme-eau, la fraction organique est analysée par RMH 1H (figure 3-11), RMN 13C 

et ESI-MS. L’attribution RMN est effectuée par un spectre COSY. 

Le rendement déterminé est de 96%. 

 

 

Figure 3-11 : Spectre RMN 1H du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle (EB016a) dans CDCl3, à 25°C, 
([EB016a]=20 mg/ml) 

 

I-6 – Synthèse de la L-arginine-N-acryloyle 

  

Un deuxième acide aminé, la L-arginine, est modifié en L-arginine-N-acryloyle. En effet, 

l’oligoarginine montre un intérêt dans une application de ciblage dans le muscle48, 188, 189. La réaction 
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d’addition-élimination (figure 3-12) est effectuée pendant 18 heures dans l’eau à pH=11,5, pour éviter la 

fixation de l’acryloyle sur le groupement guanidium de l’arginine187. A ce pH, ce groupement  est protoné 

(pKa = 13,2), empêchant toute réaction secondaire, tandis que l’amine primaire (pKa=9,2) se trouve sous sa 

forme amine, ce qui rend favorable la réaction d’addition-élimination avec le chlorure d’acryloyle. 
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Figure 3-12 : Schéma de synthèse de la L-arginine-N-acryloyle 

 

 

A la fin de la synthèse, le produit est purifié par double précipitation dans l’acétone, adapté du 

protocole de purification de la L-histidine-N-acryloyle (chapitre 2 paragraphes I - 2.6) puis analysé par RMN 
1H (figure 3-13), RMN 13C et ESI-MS. 

Ce spectre RMN 1H révèle aussi un pic à 3,85 ppm, caractéristiques de la L-arginine résiduelle. 

 

 

Figure 3-13 : Spectre RMN 1H de l’arginine-N-acryloyle (EB101d) réalisé dans D2O à 25°C, ([EB101d]=20 mg/ml) 
 

Le rendement de récupération est de 30%, dont 50% de L-arginine résiduel. Des purifications par 

extraction (eau/chloroforme, eau/chlorure de méthylène et eau/THF …) ont été réalisées, de façon à 

permettre l’obtention de larges quantités de produit. Seule une chromatographie aurait permis une complète 

purification du produit. L’arginine n’intervenant pas dans l’étape suivante de la synthèse, et pouvant être 

facilement éliminée à cette deuxième étape, la séparation arginine-N-acryloyle n’a pas été poursuivie. 
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II – Modification des polymères 

II-1 – Modification de la poly(2-éthyle-2-oxazoline) 

II-1 .1 Synthèse de la lPEI 

 

Le précurseur des nouveaux polymères histidinilés est la poly(éthylènimine) linéaire obtenue à partir 

de la poly(2-éthyle-2-oxazoline)155 de masse molaire Mw=50000 g.mol-1, Ip=3-4. Le protocole de synthèse 

est adapté du travail de Brissault155. 

L’hydrolyse acide de la pEtOx (figure 3-14) est conduite durant 48 heures à 100°C en présence 

d’HCl concentré (37%). 

 

* N
H

** N *
n

n

HCl H2O               reflux

48 heures

O

+    C2H5COOH

 

Figure 3-14 : Schéma de synthèse de la poly(éthylènimine) linéaire 

 

Après purification du produit, l’analyse RMN 1H dans D2O/TFA 1%, met en évidence la disparition des pics 

à  2,29 et 1 ppm des motifs oxazoline pour ne révéler qu’un seul pic à 3.28 ppm (figure 3-15). 

 

 

Figure 3-15 : Spectre RMN 1H de la poly(éthylènimine) linéaire (EB017) dans D2O contenant 5µl de TFA à 25°C, , 
([EB017]=20 mg/ml) 
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Des expériences de dosage des fonctions amine primaire par RMN 1H ont été réalisées. Le principe 

est une réaction sélective entre les fonctions amine primaire et un dérivé facilement dosable par RMN 1H. La 

masse molaire élevée du polymère n’a pas permis d’obtenir des résultats satisfaisants. Il est à noter que la 

littérature ne rapporte pas de réaction de dégradation de la lPEI au cours de sa synthèse à partir de la 

p(EtOx)136, 190-192. 

 

II-1 .2 Hydrolyse partielle de la poly(2-éthyle-

2-oxazoline) 

 

Le tableau 3-2 regroupe un ensemble d’expériences mettant en évidence l’influence du temps 

d’hydrolyse acide sur le taux de modification de la poly(2-éthyle-2-oxazoline). Les concentrations en 

polymère et en acide chlorhydrique sont fixes.  

 

Tableau 3-2 : Conditions et résultats de l'hydrolyse de la poly(2-éthyle-2-oxazoline) dans H2O en présence d’HCl 
(12N), à 100°C, à diférents temps de réaction.([PmEOx]=1,7 mmolL-1) 

Expériences 
Temps de réaction 

(heures) 
Rendement  

(%) 
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 polymère est précipité dans l’éther, puis analysé par RMN 1H. La réaction est 

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

 

II-2 – Modification de la lPEI par la L-histidine-N-acryloyle 

 

 Dans un premier temps, il est nécessaire de valider la réaction de Michael entre la L-histidine-N-

acryloyle et une fonction amine primaire ou secondaire, en utilisant une molécule de faible masse molaire, 

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

 

H2N N
H

H
N NH2

 

Figure 3-16 : Structure de la spermine 
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II-2 .1 Réaction modèle  

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

stockage.stockage.stockage.stockage.    

 

Il est connu que les sels d’ammonium peuvent subir des réactions de dégradation du type Hoffmann. 

Contrairement à la lPEI 22000 gmol-1, la spermine est une petite molécule de masse molaire Mn=202 g.mol-1 

qui peut être caractérisée par spectrométrie de masse, devenant ainsi un bon modèle pour déterminer une 

possible dégradation de la lPEI. La spermine est placé en solution aqueuse à une concentration de 1,18 

mol.L-1 (concentration utilisée pour synthétiser les polymères à base de lPEI) pour trois pH différents 

(pH=2,3 (EB108), pH=7 (EB122), pH=8 (EB109)), durant 48 heures à 100°C. 

 

En fin de réaction, le solvant a été évaporé, et le brut analysé par spectrométrie de masse et RMN 1H.  

Les spectres ESI-MS (figure 3-17) des produits bruts sont identiques à celui de la spermine avant 

traitement. 

 

 

Figure 3-17 : Spectre ESI-MS après réaction  à pH=2,3 (EB108) de la spermine dans l’eau à 25°C ([EB108]=1.10-4 
mol.L-1) 

 

Les spectres RMN 1H des produits traités (figure 3-18) ne présentent pas de différence avec celui de la 

spermine de départ, quelque soit le pH de la réaction.  
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La spermine ne semble pas se dégrader durant son stockage dans une solution aqueuse à 100°C, pour les trois 

pHs étudiés. 

 

 

Figure 3-18 : Spectre RMN 1H après réaction  à pH=2,3 (EB108) de la spermine dans D2O à 25°C, ([EB108]=20 
mg/ml) 

 

La stabilité de la spermine lors de conditions de réaction de Michael  nous conduit à étudier la synthèse de la 

spermine histidinilée. 

 

IIIIIIII----2. 1. 2 Analyse de la réaction modèle de Michaël entre la spermine et 2. 1. 2 Analyse de la réaction modèle de Michaël entre la spermine et 2. 1. 2 Analyse de la réaction modèle de Michaël entre la spermine et 2. 1. 2 Analyse de la réaction modèle de Michaël entre la spermine et 

l’histidinel’histidinel’histidinel’histidine----NNNN----acryloyleacryloyleacryloyleacryloyle    

 

La synthèse de spermine-N-histidine (spermine-N-his) (à partir d’une solution contenant 0,18M de 

spermine et 0,36M de L-histidine-N-acryloyle) est conduite à 100°C durant 48 heures dans une solution 

aqueuse à pH=7 (figure 3-19). Après lyophilisation,  le rendement de la réaction est de 98%. 
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Figure 3-19 : Schéma de la réaction de Michaël de l'histidine-N-acryloyle sur la spermine 
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L’analyse du spectre RMN 1H (figure 3-20) révèle la présence de nouveaux pics à 2,79 ppm et 3,38 ppm, 

attribués aux CH2 provenant de l’ouverture de la double liaison, fixé sur la spermine ; ainsi que la disparition 

totale des signaux attribués aux doubles liaisons de la L-histidine-N-acryloyle (entre 5,5 ppm et 6,5 ppm). 

Les signaux sont interprétés à l’aide des spectres RMN 2D hétéronucléaire, qui permettent de conclure que la 

L-histidine-N-acryloyle est greffée sur  les amines primaires de la spermine, selon la réaction escomptée. Le 

spectre RMN 1H révèle des pics de faible intensité à 4,14 ppm, 6,72 ppm et 7,53 ppm, ne correspondant pas 

aux protons identifiés sur la molécule souhaitée. L’explication provient d’une réaction secondaire issue du 

couplage intermoléculaire entre le résidu imidazole et la fonction acrylamide de deux molécules de L-

histidine-N-acryloyle.  

 

 

Figure 3-20 : Spectre RMN 1H brut de la spermine-N-his (EB102) dans du D2O pH=7, à 25°C, ([EB102]=20 mg/ml) 

 

Le spectre COSY (figure 3-21) révèle des pics de corrélation entre les pics a (7,62 ppm) et b’ (6,72 ppm) 

ainsi qu’une tache de corrélation entre les pics f’ (4,14 ppm) et e/e’ (2,32 ppm) prouvant l’homocondensation 

envisagée. 

 

eau

f
a b

d

g

h i

k

c e

1.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.5 ppm

1
.
5
8
0

1
.
7
9
8

2
.
3
9
5

2
.
6
1
3

2
.
7
8
1

2
.
8
3
8

3
.
0
6
2

4
.
1
4
4

4
.
4
1
1

4
.
7
9
0

6
.
7
2
5

6
.
8
7
6

7
.
5
3
4

7
.
6
2
1

4.
21

6

4.
00

0

1.
78

5

1.
45

5

11
.7

93

1.
33

1

0.
22

7

0.
74

2

0.
12

2

0.
62

3

0.
07

5
0.

67
1

a' b'

c'd'

f'
e'

H2N N
H

H
N

H
N

HN
O

HO

O N

N

HN
O

HO

O N
H

N

a

a'

b

e
f

b'

c'

e'
f'

c

gggg g hh iik

d

d'



 

Synthèses et caractérisations de nouveaux polymères, à base de poly(éthylènimine), non toxiques et efficaces en 

thérapie génique  123 / 221 
Emilie BERTRAND 
 

 

Figure 3-21 : Spectre RMN 2D COSY de la spermine-N-his (EB102 brut) dans du D2O pH=7, à 25°C, ([EB102]=20 
mg/ml) 

 

Le produit de la synthèse de spermine-N-histidine, est alors analysé par spectrométrie de masse 

(ESI-MS). Le spectre ESI-MS (figure 3-22) met en évidence les pics à m/z=206,8 uma et 412,3 uma qui sont 

respectivement attribués à la spermine-N-his dichargée et monochargée par des protons. Le spectre révèle 

aussi un pic à m/z= 311,5 amu attribué à une molécule de spermine avec deux résidus L-histidine-N-

acryloyle, ou le greffage d’un dimère de la L-histidine-N acryloyle, dichargés par deux protons.  
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Figure 3-22 : Spectre ESI-MS brut de la spermine-N-his dans du D2O (EB102 : synthèse réalisée à pH=7), 
(EB102]= 1.10-4 mol.L-1) 

 

En conclusion, nous avons démontré que la synthèse de la spermine histidinilée est réalisée par réaction 

de Michaël entre une fonction amine de la spermine et la fonction acryloyle de l’histidine-N-acryloyle. Nous 

avons pu expliquer la présence du pic à 4,24 ppm en RMN 1H par une réaction secondaire de couplage 

intermoléculaire (homocondensation) entre une fonction imidazole et la fonction  acryloyle de la N-histidine-

N-acryloyle.  

 

IIIIIIII----2. 1. 3 Analyse de la stabilité de la L2. 1. 3 Analyse de la stabilité de la L2. 1. 3 Analyse de la stabilité de la L2. 1. 3 Analyse de la stabilité de la L----histidinehistidinehistidinehistidine----NNNN----acryloyleacryloyleacryloyleacryloyle    

 

Il est connu que la L-histidine-N-acryloyle est considérée comme un monomère, permettant 

d’obtenir un polymère tel que la poly(L-histidine-N-acryloyle)186, par polymérisation radicalaire 

conventionnelle de la fonction acrylamide.  Nous avons placé ce monomère en solution aqueuse durant 48h à 

100°C à une concentration de C=0,37 mol.L-1 à pH=7. Le produit de cette réaction est ensuite analysé par 

RMN 1H et13C et par ESI-MS. 

 

Le spectre RMN 1H (figure 3-23) montre la présence des pics relatifs à la L-histidine-N-acryloyle, identiques 

au spectre RMN 1H du monomère initial, ainsi que des pics à 2,06 et 4,52 (déjà observés sur le spectre RMN 
1H de la spermine-N-his, figure 3-20). L'analyse par RMN 13C n'a pas permis de mettre en évidence cette 

réaction. L’analyse RMN 1H met en évidence une famille de pics caractéristiques d’un polyacrylamide situés 

entre 1 et 2 ppm. Toutefois, le faible signal mesuré nous permet de négliger cette réaction en première 

approche. 
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Figure 3-23 : Spectre RMN 1H de la réaction de Michael sur la L-histidine-N-acryloyle (EB103) dans D2O à 25°C, 
([EB103e]=20 mg/ml) 

 

Pour identifier la structure qui correspond aux pics à 3,06 et 4,2 ppm, le produit est analysé par ESI-

MS (figure 3-24) : un pic à  207,6 uma correspondant au monomère initial est mis en évidence : la L-

histidine-N-acryloyle, sous forme monochargée. Le spectre révèle aussi un deuxième pic d’une faible 

intensité (25%) à 438,40 uma, qui peut être attribué à un homocondensat de L-histidine-N-acryloyle, sous 

forme monochargée, associée à un cation sodium. Enfin, ce spectre révèle un pic à 301,5 uma,  une molécule 

monochargée, attribuée  au condensat (pic b) dégradé, associé à un sodium. Le pic à 532,4 uma représente 

aussi une molécule monochargée, attribuée à une dégradation d’un homocondensat initialement sous forme 

trimère. 
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Figure 3-24 : Spectre ESI-MS de EB103 brut dans H2O en mode anionique ([EB103]=1.10-4 mol.L-1) 

 

En conclusion, il existerait une réaction secondaire, la formation d’homopolymère par réaction de Michaël. 

L’analyse RMN 1H permet de déduire que la cinétique de cette réaction est lente, comparée à celle de la 

fonction acrylamide avec une fonction amine de la spermine. Nous ne négligeons pas dans ce travail cette 

réaction d'homocondensation, mais nous avons vu que la majeure partie de la L-histidine-N-acryloyle est 

impliquée dans la réaction de modification de la spermine. 

Nous allons désormais transposer ces synthèses à la modification de la lPEI. 

 

II-2 .2 Synthèse de la lPEI-N-his 

 

Afin d’obtenir la lPEI greffée par des groupements histidine, la réaction de Michael entre la lPEI et la 

L-histidine-N-acryloyle a été conduite en milieu aqueux, durant 48 heures à 100°C (figure 3-25). Pour cette 

première réaction, le pH de la solution est neutre évitant une forte concentration d’acide ou de soude dans le 

milieu réactionnel. 
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Figure 3-25 : Schéma de la Réaction  d’Aza-Michaël entre la L-histidine-N-acryloyle et  la lPEI 
 

Cette Aza-Michaël (variante de la réaction de Michaël)193, 194 débute par l’attaque du doublet non liant de 

l’amine secondaire de la lPEI sur le carbone β insaturé de la L-histidine-N-acryloyle, créant la liaison 

covalente entre la lPEI et la L-histidine-N-acryloyle. Un réarrangement conduit à éliminer les charges 

formées dans la première étape (mécanisme proposé : figure 3-26). 
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Figure 3-26 : Mécanisme de la réaction d'addition d'Aza-Michaël entre la lPEI et la L-histidine-N-acryloyle 

 

A la fin de la réaction, le produit est purifié par une précipitation dans 5ml de méthanol en présence de 0,5 

mL d’HCl 6N, suivie d’une dialyse. 
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Figure 3-27 : Spectre RMN 1H de la lPEI-N-his greffée à 19% dans D2O pH=7, à 25°C, ([EB154a]=20 mg/ml). La 
molécule de lPEI-N-his est schématisée. 

 

L’analyse du spectre RMN 1H (D2O)  (cf. : figure 3-27) révèle la présence des CH2 des unités éthylènimine 

(EI) modifiées par l’acide aminé (entre 2,87 et 2,68 ppm), ainsi que les CH2 provenant de l’ouverture de la 

double liaison, fixés sur la lPEI (à 2,35 ppm et 2,49 ppm). Les pics à 7,80 ppm et 7,06 ppm sont attribués à la 

fonction imidazole. L’attribution des pics a été facilitée par la réalisation d’une analyse RMN en deux 

dimensions homonucléaire (1H-1H) de type COSY. 

L'absence de signaux entre 5,5 et 6,5ppm attribués aux doubles liaisons de la L-histidine-N-acryloyle 

(présents dans le spectre RMN 1H du produit brut) est un argument quant au greffage de la L-histidine-N-

acryloyle sur la lPEI, et démontre l’élimination de la L-histidine-N-acryloyle n’ayant pas réagi. 

Le spectre présente aussi trois autres pics inattendus à 4,17 ppm, 6,87 ppm et 7,54 ppm. L'origine de ces pics 

(démontrée au paragraphe II-2. 1. 2) est donc attribuée à une réaction secondaire intermoléculaire pouvant 

intervenir entre la fonction imidazole et la double liaison de la L-histidine-N-acryloyle. Les pics à 6,87 ppm 

et 7,54 ppm représentent les protons de l’imidazole impliqués dans la réaction entre la fonction imidazole et 

la double liaison de la L-histidine-N-acryloyle. Le pic à 4,17 ppm est attribué au CH2 issu de l’ouverture de 

la fonction acrylamide par l'imidazole porté par le dérivé d’acide aminé. Cette réaction correspond au 

couplage intermoléculaire  de la L-histidine-N-acryloyle dans les conditions de synthèse. Le rapport des 

intégrations des pics à  4,17 ppm (CH2 d’intensité 0,56) et à 7,54 ppm (CH d’intensité 0,29) est proche de 1 ; 

ce qui nous indique que la cinétique de cette réaction est très inférieure à celle de la réaction de Michaël entre 

la lPEI et la L-histidine-N-acryloyle. 

Le spectre RMN 13C de EB154a (figure 3-28) confirme le greffage de la lPEI par la L-histidine-N-acryloyle.  
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Figure 3-28 : Spectre RMN 13C quantitative de la lPEI-N-his greffée à 19% (EB154a) dans D2O pH=7 à 25°C, 
([EB154a]=200 mg/ml). La molécule de lPEI-N-his est schématisée. 

 

Les pics des unités éthylènimines modifiées (à 51,91 et 46,16 ppm),  les CH2 provenant de l’ouverture de la 

double liaison (50,63 et 28,89 ppm) ainsi que le carbone de la fonction amide (177,98 ppm) sont identifiés. 

Toutefois, cette analyse ne révèle pas les pics relatifs à la réaction secondaire déjà citée. 

D’après les spectres RMN 1H et 13C, la poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-

imidazol-4-yl) propionate de sodium) (lPEI-N-his) est isolée. Nous allons maintenant déterminer la fraction 

totale de L-histidine-N-acryloyle greffée sur le polymère et le nombre d’unités éthylènimine modifiées. 

 

IIIIIIII----2. 2. 1 Calculs de la fraction en histidine et du taux d‘unités EI modifiées 2. 2. 1 Calculs de la fraction en histidine et du taux d‘unités EI modifiées 2. 2. 1 Calculs de la fraction en histidine et du taux d‘unités EI modifiées 2. 2. 1 Calculs de la fraction en histidine et du taux d‘unités EI modifiées     

 

Une analyse plus fine du spectre RMN 1H permet d’obtenir des informations sur la fraction en L-

histidine-N-acryloyle par macromolécule et le nombre d’unités éthylènimine (EI) modifiées. 

Tout d’abord, nous allons calculer la fraction en L-histidine-N-acryloyle contenue dans le polymère 

EB154a, en utilisant :  

100
mn

m
 f ×

+
=               équation 1 

Avec 

f : la fraction totale de L-histidine-N-acryloyle portée par le polymère, 

n : le nombre moyen d’unités EI par macromolécule, 
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et m : le nombre moyen de L-histidine-N-acryloyle par macromolécule de lPEI. 

 

En fixant l’intégration d’un proton de la fonction imidazole à 1 sur le spectre RMN 1H, on en déduit 

l’intégration des protons attribués à l’histidine-N-acryloyle greffé dans la zone d’intégration [4,36 - 2,35] 

ppm notée Ihist. Par soustraction, on obtient l’intégration de l’ensemble des protons des unités éthylène 

imines, notée IEI.   

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

7

4
I

 
m

n
EI

imidazolehisI −
≅                  équation 2 

Or                  4x+7y= Ι                                équation 3  

avec  

I : la somme des intégrations des pics entre 4,36 ppm et 2,35 ppm sur le spectre 1H. 

x : l’intégration correspondant à l’ensemble des protons des unités éthylènimines (EI) par macromolécule sur 

le spectre RMN 1H. 

y : l’intégration correspondant à l’ensemble des protons d’unité L-histidine-N-acryloyle greffées par 

macromolécule sur le spectre RMN 1H, protons imidazole déduits. 

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

100
x

y
 f ×

+
=

y
 

Pour le spectre présenté en figure 3-26, la valeur de f est 18,6% 

Afin de tenir compte de la fraction d'unité imidazole impliquée dans la réaction secondaire mise en évidence 

au paragraphe précédent, il convient de déterminer parallèlement le taux d'unité éthylène imine modifiées, 

afin d'avoir une description complète du polymère synthétisé. Nous posons 

pqo

q
 modifiée EI %

++
==               équation 4 

avec  

o : le nombre d’unités monomère EI non modifiées par la L-histidine-N-acryloyle par 

macromolécule 

q : le nombre d’unités monomère EI modifiées par L-histidine-N-acryloyle, 

p : la quantité de p(L-histidine-N-acryloyle) issu de couplage intermoléculaire. 

En fixant l’intégration de la fonction imidazole à 1, il est possible d’obtenir un rapport relatif des 

unités p, q et o par la relation :  
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711

4
I

 
pq

o
EI

imidazolehisEIimidazolehis II −+− +
≅

+
                 équation 5 

Nous pouvons en déduire :              4v+11u+7z= Ι                          équation 6 

Avec 

v : l’intégration correspondant à l’ensemble des protons éthylènimine non modifiés.  

u : l’intégration correspondant à l’ensemble des protons éthylènimine modifiées par la L-histidine-N-

acryloyle, déterminé à partir du nombre d’imidazole libre sur la macromolécule. 

z : l’intégration correspondant à l’ensemble des protons correspondant à la L-histidine-N-acryloyle 

homocondensée, protons imidazole déduits. 

D’après le spectre RMN 1H (figure 3-19)) : 

 z = 0,2 et u =0,8 

D’où 

%6,17100*
uv

u
 modifiée EI % =

++
=

z
 

Sachant que la lPEI possède un nDP  de 512 : 

     o+q=512                équation 7 

d’après l’équation 5, équation 6 et équation 7, le nombre d’unités monomères pour obtenir le nombre d’unités 

EI modifiées par la L-histidine-N-acryloyle est de : 

q = 512*
zu ++v

u
 

En prenant en compte la fraction en L-histidine-N-acryloyle de 18,6% et le taux d'unité EI modifiées de 

17,6%, nous pouvons calculer le taux de la L-histidine-N-acryloyle polycondensée. 

p= 1- 0,176/0,186 = 5,3%. 

Ainsi, pour le polymère EB154a dont l’analyse est présentée en figure 3-29, la structure de la lPEI-N-his 

19% est :  
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Figure 3-29 : Structure du copolymère statistique de la lPEI-N-his 18,6% (EB154a) 

 

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

Dans les conditions de synthèse de la lPEI-His présentées au paragraphe précédent, nous avons 

remarqué que le rendement en fonctionnalisation de la lPEI n’est pas total.  Cette observation peut avoir une 

origine cinétique, incluant le temps de réaction mais aussi  la concentration instantanée en fonctions amine 

de la lPEI disponibles pour la réaction, qui dépend du pH auquel la réaction est menée.  

L’influence du pH sur le taux de fonctionnalisation de la lPEI a été examinée, lorsque la réaction est 

réalisée pendant 48 heures de réaction. 

Le tableau 3-3 regroupe les résultats des synthèses de lPEI-N-his (à partir d’une solution contenant 

1,17M d’unités EI et 0,24M de L-histidine-N-acryloyle) conduites à différent pH. 

 

Tableau 3-3 : modification de la lPEI par la L-histidine-N-acryloyle menée à différents pH [his-N-acryl] = 
0,24 M ; [EI]=1,17 M, T°= 100°C durant 48h, dans H20 

Nom de la 
réaction 

pH de la 
solution 

pendant la 
synthèse 

Rendement 
massique du 
produit avant 
précipitation 

(%) 

Rendement 
massique du 
produit après 
précipitation 

(%) 

fraction 
d’histidine 

avant 
purification 

(%) 

fraction 
d’histidine 

après 
purification 

(%) 

Taux de EI modifiées 
après purification (%) 

EB104b 1 97 59,6 10,9 6 non identifiable 

EB112b 5 99 29,5 14 10 
7,7  

(homocondensat : 14,5%) 

EB117b 7 100 38,2 16 13 
9,6 

(homocondensat : 26%) 
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Nous constatons que la précipitation a pour effet de diminuer largement les rendements. L’analyse 

par RMN 1H des produits purifiés après précipitations dans 5 ml de méthanol en présence de 0,5 mL d’HCl 

6N,  montre la présence de lPEI et de L-histidine-N-acryloyle, quelque soit le pH auquel la réaction a été 

conduite. Nous remarquons aussi que la purification des produits bruts fait diminuer la fraction en L-

histidine-N-acryloyle, qui peut provenir d’une extraction sélective. 

Le taux de modification de la lPEI augmente avec le pH de la solution à laquelle est menée la 

réaction. Il convient de rappeler que la lPEI suit un équilibre de protonation selon le pH (figure 3-30), dont la 

forme active pour la réaction de Michaël est l’amine déprotonée. 

 

H
N **

* N
H2

*H+

n m

espèce active espèce inactive 

Figure 3-30 : Equilibre chimique acide base de la lPEI 

 

Le taux de protonation de la lPEI en fonction du pH a été décrit et atteint 50% à pH =2 et seulement 

20% à pH 7106. Effectuer la synthèse à pH = 7 permet d’augmenter la concentration instantanée en fonction 

amine, ce qui se traduit par une augmentation sur un temps donné du taux de modification en L-Histidine-N-

acryloyle sur la lPEI (tableau 3-3). 

Ayant remarqué que la précipitation du polymère entraîne une purification sélective, le paragraphe 

suivant traitera de l’optimisation de la purification pour le polymère.   

 

IIIIIIII----2. 2. 3 Optimisation de la purification du polymère2. 2. 3 Optimisation de la purification du polymère2. 2. 3 Optimisation de la purification du polymère2. 2. 3 Optimisation de la purification du polymère    

 

La purification de polyélectrolyte est souvent une étape difficile, et nous avons entamé cette partie 

par un protocole standard de précipitation du polymère dans le méthanol acidifié (EB131, tableau 3-4).  

 

Tableau 3-4 : modification de la lPEI par la L-histidine-N-acryloyle ([his-N-acryl] = 0,24 M ; [EI]=1,17 M, 
T°= 100°C durant 48h, dans H20), pH=7 

Nom du 
polymèr

e 

Concentra
tion his-
N-acryl 
(molL-1) 

Mode de 
purification 

Rendement 
du produit 

avant 
purification 

(%) 

Rendement du 
produit après 
purification 

(%) 

fraction 
d’histidine 

avant 
purification 

(%) 

fraction 
d’histidine 

après 
purification 

(%) 

Taux de EI modifiées 
après purification (%) 

EB131b 0,24 
Méthanol 

acidifié puis 
dialyse 

95 20,8 18 16 
12,7 

(homocondensat : 
20%) 

EB152a 0,24 dialyse 98 56 20 17 
13,6 

(homocondensat : 
20%) 
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L'objectif de cette étape est d'éliminer la fraction de L-histidine-N-acryloyle n'ayant pas réagi. L'analyse de la 

fraction méthanol révèle la présence de polymère dissout expliquant en partie le faible rendement massique 

de cette synthèse. Le polymère EB152 est purifié par dialyse seule, et présente une augmentation 

significative du rendement. Une durée de 24 heures est nécessaire pour purifier parfaitement ce polymère. Ce 

temps élevé entraîne l’extrusion d’une fraction de polymère à travers la membrane, bien que les cut-off aient 

été fixés à 1000 g.mol-1. Cette purification présente l’avantage de fournir un polymère aisément manipulable 

pour la préparation de vecteur de transfection. Aucun de ces protocoles n’est satisfaisant, mais nous 

garderons l’étape de dialyse seule, afin d’éliminer les molécules de faible masse molaire. 

 Les deux expériences menées de façon identique aboutissent au même taux de fonctionnalisation de 

la lPEI, et aux mêmes taux d’homocondensat quelque soit le protocole de purification. Nous concluons que 

la perte de produit durant l’étape de purification ne se fait pas par sélectivité chimique. 

 

IIIIIIII----2. 2. 4 La concentration en L2. 2. 4 La concentration en L2. 2. 4 La concentration en L2. 2. 4 La concentration en L----histidinehistidinehistidinehistidine----NNNN----acryloyle dans le milieu réactionnelacryloyle dans le milieu réactionnelacryloyle dans le milieu réactionnelacryloyle dans le milieu réactionnel    

 

 Dans les conditions de synthèse de la lPEI-His présentées dans le paragraphe précédent, nous 

avons pu déterminer que  le pH influe sur le taux de fonctionnalisation. L’influence de la concentration en L-

histidine-N-acryloyle sur le taux de fonctionnalisation est désormais examinée. 

Le tableau 3-5 regroupe les résultats des synthèses de la lPEI-N-his (à partir d’une solution contenant 

1,17M d’unités EI) conduites pour différentes concentrations en L-histidine-N-acryloyle.  

 

Tableau 3-5 : modification de la lPEI par la L-histidine-N-acryloyle menée à différentes concentrations en 
his-N-acryl; [lPEI]=1,17 M (unité EI), T°= 100°C durant 48h, dans H20, pH=7 

Nom du 
polymère 

Concentration 
his-N-acryl 

(molL-1) 

Rendement du 
produit brut (%) 

Rendement 
du produit 

purifié (%)* 

fraction 
d’histidine greffée 

avant 
purification** (%) 

fraction d’histidine 
après purification 

(%)** 

Taux d’EI modifiées après 
purification (%) 

EB130b 0,12 85 31,9 18 7,4 
5% 

(homocondensat 32%) 
EB117b 

*** 
0,24 95 38,2 16 13 

9,6 
(homocondensat : 26%) 

EB131b 0,29 85 20,8 18,4 16 
12,7 

(homocondensat 20,5%) 

EB154a    0,31 94 70 - 18,6 
17,6 

(homocondensat 5%) 
EB135a 

**** 
0,52 91 25 24 22 

13.7 
(homocondensat : 37 %) 

EB134a 0,45 92 46,9 26 24 
17,6 

(homocondensat : 26,5%) 

EB146a 0,6 98 69.1 40 32 
21 

(homocondensat : 34%) 

EB149a 0,8 96 73,4 77 66 
26,5 

(homocondensat : 60%) 

* purifié par dialyse exclusivement 
** Déterminé par RMN 1H 
*** purifié par précipitation puis dialyse 
**** lors de la réaction, une partie de la L-histidine-N-acryloyle s’est gélifiée 
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Nous observons sur le tableau 3-5 que le taux d’unités éthylènimine modifiée augmente avec la 

concentration initiale en L-histidine-N-acryloyle dans le mélange réactionnel. Nous attendions une 

augmentation de la quantité de d’homopolymère formé avec l’augmentation de la concentration en dérivé 

acryloyle. De façon surprenante, cette tendance n’a pas été observée, et il ne semble pas possible 

actuellement de contrôler cette réaction secondaire par la cinétique.  

 

IIIIIIII----2. 2. 5 Synthèse de la lPEI 2500 g.mol2. 2. 5 Synthèse de la lPEI 2500 g.mol2. 2. 5 Synthèse de la lPEI 2500 g.mol2. 2. 5 Synthèse de la lPEI 2500 g.mol----1111----NNNN----hishishishis    

 

 Dans l’objectif d’évaluer le rôle de la masse molaire du polymère utilisé en transfection, nous avons 

procédé à une réaction de greffage de la L-histidine-N-acryloyle sur la lPEI 2500 g.mol-1, commerciale 

(tableau 3-6).  

 

Tableau 3-6 : modification de la lPEI 2500 g.mol-1 par la L-histidine-N-acryloyle menée à deux 
concentrations en his-N-acryl; [EI]=1,17 M, T°= 100°C durant 48h, dans H20, pH=7 

Nom du 
produit 

Concentration 
his-N-acryl 

(molL-1) 

Rendement 
du produit 
brut (%) 

Rendement 
du produit 
purifié (%) 

fraction 
d’histidine 

après 
purification* 

(%) 

Taux d’EI modifiées 
après purification* 

(%) 

EB161a 0,29 97% 56% 6 5,3 
(homocondensat : 11%) 

EB204a 0,38 98% 45% 18 15,8 
(homocondensat : 12%) 

* Déterminé par RMN 1H  

 

Les synthèses conduites sur une lPEI de faible masse molaire conduisent à des résultats identiques à 

ceux analysés dans le cas de la lPEI de masse molaire 22 000 g.mol-1. L’augmentation de la concentration 

initiale en L-histidine-N-acryloyle permet d’augmenter le taux de greffage, alors que la fraction 

d’homopolymère est indépendante de cette concentration. 

 

IIIIIIII----2. 2. 6 La stabilité de la poly(éthylènimine) linéaire2. 2. 6 La stabilité de la poly(éthylènimine) linéaire2. 2. 6 La stabilité de la poly(éthylènimine) linéaire2. 2. 6 La stabilité de la poly(éthylènimine) linéaire    

 

 Bien que la lPEI ait été largement utilisée comme précurseur de vecteur pour la thérapie génétique3, 

peu de données existent sur la stabilité de ce polymère dans différents solvants195. La lPEI est stockée dans 

trois solutions aqueuses de pHs différents (pH=1 (EB115), pH=6 (EB110), pH=8 (EB116)), durant 48 heures 

à 100°C. 
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 L’analyse du spectre RMN 1H (de EB110 en figure 3-31) des produits EB110, EB115 et EB116 

révèle un pic à 3,17 ppm attribué aux protons de la lPEI ; et l’apparition de pics entre 3,68 ppm et 3,96 ppm. 

Nous rappelons que l’utilisation d’une molécule modèle telle que la spermine ne nous a pas permis de mettre 

en évidence une réaction de dégradation de polyamine en fonction du pH(chapitre 3, paragraphe II-2. 1. 1). 

La protonation de la lPEI provoque un déblindage du signal des unités EI, ce qui pourrait en partie expliquer 

l’apparition de ces signaux. 

 

 

Figure 3-31 : Spectre RMN 1H de la lPEI (EB115)  dans D2O à pH=6, à 25°C, ([EB115]=20 mg/ml) 

 

De façon plus standard, la dégradation de polymères est évaluée par la détermination des masses 

molaires. Plusieurs techniques peuvent être utilisées et la chromatographie par exclusion stérique est 

généralement la plus pertinente. Toutefois, les systèmes colonnes/solvants du laboratoire n'ont pas permis 

d'obtenir de résultats indiscutables à cause de phénomènes d'adsorption du polymère sur les phases 

stationnaires,  phénomène régulièrement observé. Nous avons donc entrepris une détermination qualitative 

des masses molaires de ces composés selon deux techniques la RMN DOSY et la diffusion dynamique de la 

lumière. La dernière présente l'avantage de pouvoir rapidement analyser un grand nombre d'échantillons, 

mais est souvent décriée au profit de la réalisation de diagramme de Zimm par les techniques de diffusion 

statique de la lumière. La DDL peut être considérée comme fiable lorsque la taille des particules à analyser 

est inférieure à la longueur d'onde du faisceau incident, permettant l'obtention d'une diffusion isotopique du 

faisceau. Pour cette étude nous avons utilisé un nanozetasizer (Malvern), et construit pour chaque polymère 

un diagramme de Debye sur des concentrations comprises entre 2 et 4 mg.ml-1, une gamme de concentration 

dans laquelle nous observons une variation linéaire de 
θR

KC

∆
en fonction de la concentration. Les rapports 

dn/d[C] sont mesurés de façon indépendante, et nous permettent de déterminer une estimation de la masse 
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molaire moyenne en poids des macromolécules analysées. Afin de confirmer les analyses de nos polymères 

par DDL, nous avons effectué de la RMN DOSY sur nos échantillons, permettant de déduire un coefficient 

de diffusion des objets en solution. La déduction d'une masse molaire de ces mesures se fait en faisant 

plusieurs hypothèses peu raisonnables dans le cas de nos polymères. Nous discuterons simplement des 

coefficients de diffusion, proportionnels à la masse molaire. Plus récemment, nous avons identifié une ligne 

SEC permettant l'analyse de nos échantillons dans l'eau (LiNO3 0,1 M,   colonne de type  CAT 1000 et CAT 

100 de la société E Progen Inc), avec une détection MALLS. La préparation des échantillons se fait à pH=5,5 

en eau+LiNO3 (0,1M). Ces mesures réalisées deux ans après stockage à T°C ambiante sans précaution 

particulière, sont aussi rapportées. Elles nous renseignent sur la stabilité des polymères dans le temps. 

Le tableau 3-7 rassemble l'ensemble des résultats de ces mesures, avec une lPEI de masse molaire 

supposée de 22 000 g.mol-1 en référence, provenant d’une hydrolyse acide de la poly(2-éthyl-2-oxaxoline) 

pendant 48 heures à 100°C (cf. paragraphe II-1-1 page 10). 

 

Tableau 3-7 : Récapitulatif des masses molaires des lPEIs (Mnthéorique = 22000g.mol-1) dans les conditions de 
stockage à différents pH, obtenues par diffusion de la lumière et par SEC (phase mobile eau+détection MALLS) 

Nom réaction pH de la réaction Mw DDL (g.mol-1) DDOSY 
(m2.s-1) 

Mn SEC (g.mol-1) 

lPEI initiale - 20000 5,0.10-11 14800 
EB115 1 16200 1,0.10-10 3 500 
EB110 6 14900 1,1.10-10 3 370 
EB116 8 4930 6,8.10-11 4 800 

 

La MwDDL de la lPEI de référence est estimée à 20 000 g.mol-1, soit une valeur très proche de celle 

escomptée, et permet de valider l'hypothèse d'estimation des masses molaires par cette méthode. Le 

coefficient de diffusion mesuré par RMN est comparable à celui obtenu pour d'autres polymères possédant 

une masse molaire de cet ordre de grandeur.  Nous pouvons donc déjà conclure que le mode de synthèse de 

cette lPEI, par voie acide, ne semble pas provoquer de dégradation significative de la chaîne 

macromoléculaire. 

 Les résultats des analyses de masse molaire des trois expériences menées à différents pH sont aussi 

rapportés. La Mw DDL diminue en milieu aqueux quelque soit le pH. Ceci met en évidence l'importance de 

réduire les cinétiques de couplage lPEI-N-histidine (lPEI-N-his). Les résultats obtenus par les expériences de 

diffusion de la lumière sont en accord avec les coefficients de diffusion déterminés par RMN DOSY, excepté 

pour EB116, l'expérience conduite en milieu basique. Pour les expériences de RMN DOSY, le pH de chaque 

polymère a été fixé à 7, alors que dans le cas de la détermination de Mw, aucune précaution particulière n'a 

été prise. La dilution au moment de la mesure nous permet d'affirmer que les pH de EB116 sont de l'ordre de 

7 dans les deux cas de figure, et ce résultat n'est pas expliqué par un état de protonation des macromolécules 

différent. Actuellement nous n'avons pas d'explication pour ce résultat, mais nous concluons, par précaution, 

que les synthèses ne doivent pas être conduites en milieu trop basique. 
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 Dans un second temps, nous avons déterminé les masses molaires de ces échantillons par SEC 

équipée d'une détection MALLS. Les analyses ayant été effectuées après deux ans de stockage à T°C 

ambiante sur des polymères n'ayant pas été neutralisés sont toutefois porteuses d'information. Neutralisée, la 

lPEI se dégrade peu dans le temps et nous permet d'affirmer que son stockage ne nécessite pas ou peu de 

conditions particulières. En revanche les autres polymères se sont dégradés, et, pour EB116, il est difficile de 

conclure à quel moment est intervenue cette dégradation.  Une étude systématique sur les conditions de 

stockage de la lPEI est en cours, en utilisant la SEC, détection MALLS,  comme méthode d’analyse. Compte 

tenu de la masse molaire du polymère de départ, les réactions de dégradation ont des cinétiques lentes, mais 

ne peuvent être formellement identifiées, puisque les expériences sur modèle se sont révélées infructueuses. 

En première approche, nous suspectons la dégradation d'Hoffman et de nouvelles études devront être 

conduites de façon à le confirmer. 

 

IIIIIIII----2. 2. 7 Détermination de la masse molaire des lPEI2. 2. 7 Détermination de la masse molaire des lPEI2. 2. 7 Détermination de la masse molaire des lPEI2. 2. 7 Détermination de la masse molaire des lPEI----NNNN----his parhis parhis parhis par diffusion de la lumière quasi diffusion de la lumière quasi diffusion de la lumière quasi diffusion de la lumière quasi----

élastique et analyse chromatographique SECélastique et analyse chromatographique SECélastique et analyse chromatographique SECélastique et analyse chromatographique SEC    

 

Comme pour la lPEI, la détermination de la masse molaire des lPEI-N-His s'est révélée difficile pour 

une question d'adsorption de polymère sur les phases stationnaires des colonnes SEC du laboratoire. Nous 

avons à nouveau débuté les analyses par une estimation de la masse molaire des lPEI-N-his en utilisant la 

diffusion dynamique de la lumière. Les approximations effectuées sont identiques à celle du précédent 

paragraphe. 

Le tableau 3-8 récapitule les résultats obtenus en comparant la masse molaire moyenne en nombre 

théorique avec MwDDL. Dans la sélection de polymères que nous avons faite, la variable essentielle est le 

taux de modification en L-histidine-N-acryloyle, indiqué sous forme de pourcentage d'unité histidine greffée 

sur la lPEI à côté de l'abréviation déjà utilisée pour la lPEI modifiée. Deux polymères ultérieurement 

modifiés par un résidu adamantane et arginine ont aussi été analysés, et l'expérience EB132 est indiquée, à 

titre de référence. 

 

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

Exp Nom 
Mn théorique 

(gmol-1) 
MwDDL 
(gmol-1) 

EB132 lPEI 22000 20000 
EB104b lPEI-N-his 2% 24200 22050 
EB130b lPEI-N-his 7,4% 29500 32500 
EB102b lPEI-N-his 11% 33800 29500 
EB131b lPEI-N-his 16% 39100 37600 
EB134a lPEI-N-his 24% 40200 33400 
EB149b lPEI-N-his 66% 64800 87900 
EB147a lPEI-N-his 24%-N-ad 5% 44700 47800 
EB190a lPEI-N-his 21%-N-arg 10% 62400 61900 
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 Pour toutes les synthèses rapportées sur ce tableau, nous observons que la MwDDL estimée par la 

diffusion dynamique de la lumière est relativement élevée, et compatible avec l'idée que peu de réaction de 

dégradation du polymère se produit lors de ces synthèses. Nous rappelons ici que ces synthèses ont été 

conduites à pH= 7, en accord avec les conclusions du paragraphe précédent. Ces résultats encourageants 

doivent toutefois être confirmés par une étude plus précise par SEC, comme dans le précédent paragraphe. 

 

Deux polymères ont déjà été testés dans le but de valider la méthode, et à nouveau, nous n'avons pas 

observé d'adsorption sur la phase stationnaire des colonnes utilisées. Les résultats de l'analyse sont rapportés 

dans le tableau 3-9, en incluant les facteurs de forme déduits grâce au détecteur viscosimétrique. 

 

Tableau 3-9: Caractérisation de la lPEI et la lPEI-His 19% par SEC dans H2O (LINO35%) couplée MALLS.  

Exp polymères Mn théorique 
(g.mol-1) 

% analysé* Mn 
(g.mol-1) 

Mw 
(g.mol-1) 

Ip a** (MHS) 

EB113 lPEI 22000 96 14 800 24 200 1,6 0,72 
EB154a lPEI-N-his 19% 42300 76 31 500 41 900 1,3 0,46 

* Pourcentage de polymère récupéré après l’analyse chromatographique 
** facteur de forme 
 

Les résultats du tableau 3-9 montrent une masse molaire en nombre d’environ 15000 g.mol-1 pour la lPEI et 

de 32000 g.mol-1 pour la lPEI-N-his 19%. Nous indiquons que pour ces polymères, un stockage d'un an et 

demi à T°C ambiante sans précaution particulière a été effectué avant ces mesures. Nous pouvons conclure 

que les synthèses conduites permettent de conserver la structure macromoléculaire de nos produits, mais que 

la question du stockage devra être abordée, comme déjà discuté pour la lPEI. Une étude de détermination de 

masse molaire par SEC de produits fraîchement synthétisés est actuellement en cours et devrait confirmer les 

premiers résultats déjà observés. 

Cette analyse a aussi permis d’obtenir le facteur de forme des polymères, donnant une information sur la 

conformation des vecteurs en solution aqueuse. Dans le cas de la lPEI, il est de 0,72, ce qui indique une 

forme expansée de la macromolécule (forme trompette196) expliquée par les répulsions électrostatiques 

portées par le polymère à ce pH (pH=5,5).  

Le facteur de forme de la lPEI-N-his 19% est de 0,46, signifiant une forme compacte, en pelote statistique. 

Cette différence est expliquée par l'apport de charge négative due à la présence des fonctions carboxylate de 

la L-histidine à ce pH. Nous proposons qu'à ce pH se forment des liaisons électrostatiques intramoléculaires 

entre fonctions carboxylates et les fonctions positifs ammoniums portés par la chaîne macromoléculaire. Le 

faible taux de modification du polymère explique qu'il n'y a pas de collapse ou précipitation de la 

macromolécule à ce pH; ces points seront plus largement abordés dans le prochain chapitre. 
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II-3 – Modification de la lPEI par la L-histidine méthyle ester-N-

acryloyle ou par la L-arginine-N-acryloyle 

 

 Les réactions de Michaël entre la lPEI et la L-histidine méthyle ester-N-acryloyle (EB019a, figure 3-

32, A) ou la L-arginine-N-acryloyle (EB143a, figure 3-32, B) sont réalisées dans les mêmes conditions que 

la lPEI-N-his. 
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Figure 3-32 : Schéma de la réaction de Michaël de la L-histidine méthyle ester-N-acryloyle (A) ou de la L-
arginine-N-acryloyle (B) sur la lPEI 

 

A la fin de la réaction, les produits sont purifiés par dialyse (après une précipitation dans l’acétate d’éthyle, 

pour la lPEI-N-his Me), puis caractérisés par RMN 1H (figure 3-33 pour EB019a et figure 3-34 pour 

EB143a) et 13C ; l’attribution est facilitée par une expérience de RMN 2D homonucléaire de type COSY (en 

annexe pour la lPEI-N-arginine). 
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Figure 3-33 : Spectre RMN 1H de la poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-yl) 
propanoate méthyle ester) ou lPEI-N-his Me 19% (EB019a) dans D2O à 25°C, ([EB019a]=20 mg/ml). La molécule 

de lPEI-N-his Me est schématisée. 

 

 

Figure 3-34 : Spectre RMN 1H de la poly(EthylènImine-co-EthylènImine-N-éthylamide-N-2-amino-5-
carbamimidamidopentanoïque acide) (lPEI-N-arg 21% (EB143a)) dans D2O à pH=7 à 25°C, ([EB143a]=20 mg/ml). 

La molécule de lPEI-N-arg est schématisée. 

 

L’analyse des spectres RMN 1H des deux polymères démontre le greffage escompté des deux dérivés 

d’acide aminé selon une réaction de type aza-Michael. La question de l’homocondensation des deux dérivés 

a

bc

e

f

d

h g

2.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.0 ppm

1
.
6
6
0

1
.
8
4
0

2
.
4
3
1

2
.
6
0
2

2
.
7
3
5

2
.
9
5
0

3
.
1
7
4

3
.
4
5
9

3
.
6
9
6

3
.
9
1
7

4
.
0
1
8

4
.
7
8
5

4.
00

0

2.
19

1

2.
13

8

7.
20

6

11
.2

89

0.
45

7

1.
40

5

0.
23

3

1.
03

1

17
.8

39

a'

*
H
N

N *

HN

O

H
N NH2O

O O

a
bc

d

e

f

gh h g

n m

Na

H2O

a

b

cd

i

e

a' b'

c'
d'

f

2.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.5 ppm

2
.
1
4
5

2
.
4
2
0

2
.
6
4
7

2
.
8
6
9

3
.
0
5
2

3
.
1
8
9

3
.
4
3
1

3
.
8
4
5

3
.
8
7
4

3
.
8
9
6

4
.
0
9
4

4
.
1
3
0

4
.
1
5
4

4
.
3
3
3

4
.
7
8
2

6
.
8
7
7

7
.
6
3
1

2.
34

0

27
.0

13

2.
07

2

0.
19

0

1.
14

5

21
.9

92

0.
08

4

1.
00

0

0.
01

8

1.
13

6

f '

g

g'

h

H2O

*
H
N

N *

NH

O

H3CO

O N

N

NH

O

H3CO

O N
H

N

m n

0 ou 1

ab

c
d

e

g

hi

b'

c'
d'

e

g'

f

f'

hi



 

Synthèses et caractérisations de nouveaux polymères, à base de poly(éthylènimine), non toxiques et efficaces en 

thérapie génique  142 / 221 
Emilie BERTRAND 
 

acrylamide nécessite un commentaire. Les observations effectuées dans le cas de réaction à base de L-

histidine-N-acryloyle sont aussi valables pour cette synthèse, puisque un pic à 4,15 ppm (pour EB019a) 

témoigne d’une réaction d’homocondensation. En revanche, la réaction entre la fonction guanidinium (à pH 

=7) n’a pu être mise en évidence, mais ne peut être occultée dans ces synthèses. De plus amples 

caractérisations sont à conduire pour mettre en évidence cette réaction secondaire.  

D’après le spectre RMN 13C de EB019a (en annexe), l’identification de deux pics à 48,97 et 174,72 ppm 

attribués au groupement méthyle de l'ester, suggère l’absence de saponification de l’ester pendant la réaction 

de Michaël. Cette observation est corrélée avec l’absence de pic attribué à une fonction carboxylique. 

L'absence de pics dans la région des insaturations montre qu'il ne reste plus de molécule résiduelle de L-

histidine méthyle ester-N-acryloyle.  

 

Le taux de modification en L-histidine méthyle ester-N-acryloyle, ou en L-arginine-N-acryloyle est 

défini en utilisant l’équation 1. Le calcul du taux de modification (détaillé page 18),  informe que les 

polymères EB019a (lPEI-N-his Me) et EB143a (lPEI-N-arg) sont respectivement greffé à greffés à 19% et 

21%, et que leur structure est (figure 3-35) : 
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Figure 3-35 : Structure des copolymères statistiques de la lPEI-N-his Me 19% (A) et de la  lPEI-N-arg 21% (B) 

 

Les tableaux 3-10 et 3-11 regroupent les caractéristiques des expériences effectuées à partir d’une 

concentration en EI de 1,17 M conduites pour différentes concentrations en L-histidine méthyle ester-N-

acryloyle ou en L-arginine-N-acryloyle. 
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Tableau 3-10 : modification de la lPEI par la L-histidine méthyle ester-N-acryloyle menée à différentes 
concentrations en L-histidine méthyle ester-N-acryloyle; [EI]=1,17 M, T°= 100°C durant 48h, dans H20, pH=7 

Nom 
réaction 

[L-histidine 
méthyle ester-
N-acryloyle] 

(mol/L) 

Rendement 
du produit 
brut (%) 

Rendement du produit 
après lyophilisation (%) 

Fraction  de L-
histidine 

méthyle ester  
après 

purification (%) 

Taux d’EI 
modifiées après 

purification* 
(%) 

EB019 0,24 97 91,9 19 
16% 

(homocondensat : 
14%) 

EB044 0,22 70 51 24 
15,8 

(homocondensat : 
12%) 

 

Tableau 3-11 : modification de la lPEI par la L-arginine-N-acryloyle menée à différentes concentrations en 
L-arginine-N-acryloyle; [EI]=1,17 M, T°= 100°C durant 48h, dans H20, pH=7 

Nom 
réaction 

[arginine-N-
acryloyle] 
(mol/L) 

Taux de 
greffage 
théorique 

(%) 

Rendement 
du produit 
brut (%) 

Rendement 
molaire du 
produit pur 

(%) 

Taux de 
greffage avant 

purification (%) 

Taux de 
greffage après 

purification (%) 

EB183a 0,3 25 75 61 
Pas de spectre 

brut 
7** 

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 lPEI et 139 mg d’arginine-N-acryloyle, elle donne un greffage de 7% alors qu’il 
devrait être de 14%. Cette réaction n’a pas correctement fonctionné.  
 

II-4 – Modification de la lPEI par les composés adamantane acryloyle 

II-4 .1 Synthèse des lPEI modifiées  

 

Les réactions de Michaël entre la lPEI et le 1-adamantane éthanol-O-acryloyle ou le 1-adamantane 

méthylamine-N-acryloyle sont conduites dans le DMSO (figure 3-36) à 100°C, car ces deux composés ne 

sont pas solubles dans l’eau. Il a été observé que cette réaction est presque totale au bout de 24 heures. 
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Figure 3-36 : Schéma de la réaction  de Michaël  des composés adamantane-acryloyle sur la lPEI 

 

A la fin de la réaction, le produit est purifié par une précipitation dans le THF, solvant des composés portant 

un résidu adamantyle, et ensuite par dialyse (durant 24 heures). La purification dans le THF permet 

d’éliminer une grande quantité du DMSO et des synthons portant un groupement adamantane résiduel. Une 

purification par dialyse permet l'élimination du DMSO résiduel. Les précipités récupérés sont séchés puis 

caractérisés par RMN 1H (figure 3-37 pour EB007d et figure 3-38 pour EB024a) et 13C. 

 

 

Figure 3-37 : Spectre RMN 1H de la polu(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylester-O-1-adamantane 
éthanol) (lPEI-O-ad :EB007d) dans CDCl3 à 25°C, ([EB007d] 20 mg/ml) 
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Figure 3-38 : Spectre RMN 1H de la poly(éthylènimine-co éthylènimine-N-éthylamide-N-1-adamantane 

méthylamine) (lPEI-N-ad :EB024a) dans D2O à 25°C, ([EB024a]=20 mg/ml) 
 

Il faut souligner que l’analyse de spectre RMN 13C du produit EB007d (lPEI-O-ad, en annexe) 

montre la présence d’un pic à 172,54 ppm, représentant un carbone d’une fonction carboxylique (pic non 

visible en RMN 1H). Cette observation indique que le produit s’est dégradé pendant la modification de la 

lPEI. La liaison ester entre l’adamantane éthanol et l’acryloyle n’est pas stable pendant la synthèse ; ce qui 

nous a amené à utiliser le 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle, dont la fonction acryloyle est fixée par 

une liaison amide, moins sensible à l'hydrolyse que la fonction ester. 

 

Comme pour les paragraphes précédents, les spectres RMN 1H et 13C ne révèlent plus les signaux attribués 

aux doubles liaisons des réactifs de départ, prouvant l'élimination du dérivé portant la fonction acryloyle.  

Un taux de modification, déterminé pour la réaction EB024a (lPEI-N-ad) (détaillé page 21), informe que ce 

polymère est greffé à 24%. D’après la formule chimique des synthons, ceux-ci ne possèdent pas de fonction 

amine pouvant entraîner la condensation du monomère sur lui-même, de ce fait, le paramètre z est nul 

(exprimé en page 22). La formule développée peut être écrite ainsi (figure 3-39) : 
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Figure 3-39 : Structure des copolymères statistiques de la lPEI-N-ad 24% 

 

Les faibles rendements massiques sont expliqués par la faible efficacité de la précipitation, comme 

en témoigne la présence de polymère dans les filtrats (déterminé par RMN 1H).  

 

Pour améliorer le greffage du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle sur la lPEI, des expériences 

supplémentaires ont été réalisées en changeant la concentration en 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle. 

 

II-4 .2 Concentration en 1-adamantane méthylamine-N -

acryloyle dans le milieu de réaction 

 

 Le tableau 3-12 regroupe les caractéristiques des expériences effectuées à partir de la lPEI et le 1-

adamantane méthylamine-N-acryloyle. Ces expériences sont conduites dans le DMSO durant 24 heures à 

100°C. Les polymères sont récupérés par précipitation dans le THF, puis dialysés contre l’eau. 

 

Tableau 3-12 : Récapitulatif des quantités du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle utilisées pour la modification 
de la lPEI. [EI]= 1,17 M. 

Nom 

réaction 

n ad-N-acryl 

(mol) 

Rendement 

du produit 

brut (%) 

Rendement après 

purification* 

 (%) 

Taux de greffage 

après purification 

(%) 

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 polymères sont précipités dans le THF puis dialysés contre l’eau 
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Nous observons une augmentation du taux de greffage avec la concentration initiale en 1-

adamantane méthylamine-N-acryloyle, ce qui nous permet d'utiliser cette variable pour maîtriser le taux de 

greffage sur la lPEI.  

 

II-5 – Etude cinétique de la modification de la lPEI par les synthons 

aminés et adamantane 

 

D’après la littérature193, la réaction de Michaël suit une cinétique d’ordre 2. Ce paragraphe est 

consacré à vérifier si les conditions de la synthèse des polymères (lPEI-N-his, lPEI-N-his Me, lPEI-N-arg et 

lPEI-N-arg), étudiés dans ce chapitre (II-2 et II-3), suivent bien cet ordre. Les résultats obtenus sur la figure 

3-36 proviennent de l’équation 8197 : 

 

hon]k[EI][synt
dtdt

d[synthon]

dt

]EI[ ==−=−= dxd
v                    équation 8 

Ou [EI] est la concentration en unités monomères de la lPEI,  « x » la concentration en unités EI ayant réagi 

avec les greffons, déterminée par RMN 1H.  

Les réactions étant conduites hors stœchiométrie, on pose : 

  [EI] = [EI] 0-x                   équation 9 

 [synthon] = [synthon]0-x              équation 10 

 [EI-N-synthon] = x                 équation 11 

 

D’où à un temps t: x)-n]x)([syntho-k([EI]
dt 00=dx

 

 

Ou encore :  kdt
xd =

x)-n]x)([syntho-([EI]

][

00

 

 

Après séparation des variables, l’intégration est effectuée de t=0 à t et de x=0 à x. 

∫ ∫=
x t

kdt
xd

0 0
00 x)-n]x)([syntho-([EI]

][
 

Ou encore :                ∫ ∫ ∫=+−x x t
dtk

xdxd
0 0 0

0000

)
x-[synthon]

][

x-[EI]

][
(

[synthon]-[EI]

1
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Soit :    tkt 0
x
000

00

)(x))-[synthon]ln(-x)-[EI](ln(
[synthon]-[EI]

1 =  

 

Ce qui s’écrit  kt=)
x)-([synthon][EI]

x)-[EI]([synthon]
(ln

[synthon]-[EI]

1

00

00

00

 

 

ce qui conduit à : 

 

t
k

3,2
)[synthon]-[EI](

x-[synthon]

x-[EI]
log

[synthon]

[EI]
log 00

0

0 ==  

 

Soit :  t
k

3,2
)[synthon]-[EI](

x-[synthon]

x-[EI]
log 00

0

0 =  

 

Le graphique ci-dessous (figure 3-40) présente les évolutions de 
x-[synthon]

x-[EI]
log

0

0  en fonction du temps, 

des couplages entre la lPEI et la L-histidine-N-acryloyle, la L-histidine méthyle ester-N-acryloyle, la L-

arginine-N-acryloyle et le 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle. 
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Figure 3-40 : cinétique de la réaction de Michaël entre la lPEI et les précurseurs acryloyle à 100°C représentée 
selon un mécanisme d'ordre 2, hors stœchiométrie. 
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La variation de 0

0

[EI] -x
log

[ad-N-acryl] -x
  en fonction du temps est linéaire pour l'ensemble des réactions 

analysées, démontrant ainsi l'ordre 2 escompté. Le tableau 3-13 regroupe les constantes de vitesse des 

synthèses reportées dans le graphe précédent à partir des pentes selon l'équation suivante : 

     
acryl]-N-[hist-[EI]

3,2 pente
k

×=          équation 12 

 

Tableau 3-13 : Constante de cinétique de la réaction de Michaël à 100°C. 

Réactions Constante de vitesse, k (M-1s-1) 

lPEI-N-arginine 8.10-6 

lPEI-N-histidine 5.10-6 

lPEI-N-histidine méthyle ester 8.10-6 

lPEI-N-1-adamantane méthylamine 3.10-6 

 

Nous observons, que pour chacun des dérivés acryloyles que nous avons utilisés, les constantes de 

vitesse de couplage sont de l'ordre de 10-5 M-1s-1 lorsque la réaction est menée dans l'eau, et nous observons 

une diminution de la cinétique de couplage lorsque la réaction est conduite dans le DMSO. En première 

approximation, l'eau favorise une cinétique élevée de la réaction aza-Michael, mais une étude systématique 

sans variation de la nature du dérivé N-acryloyle devrait être conduite pour pouvoir confirmer cette 

observation.  

Les constantes cinétiques de vitesse mesurée dans nos travaux peuvent aussi être comparé à la littérature198. 

L’équipe de Novak a déterminé la constante de vitesse de la réaction de Michaël entre le N-aryl-O-pivaloyl-

hydroxylamines et le deoxyguanosine possédant une amine primaire. La constante de vitesse est de k= 3*10-4 

M-1s-1. Cette cinétique plus rapide peut être attribuée à la nature de l'amine utilisée qui était dans leur cas 

primaire. Nous n'avons pas relevé d'étude cinétique de réaction de Michael utilisant un dérivé possédant 

amine secondaire en tant que réactif. 

 

II-6 – Modification des lPEI-N-his et lPEI-Me par le 1-adamantane 

méthylamine-N-acryloyle ou la L-arginine-N-acryloyle 

 

La réaction de Michaël entre le 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle et la lPEI-his 24% ou la 

lPEI-N-his Me 24% est conduite dans le DMSO, durant 24 heures à 100°C (EB147c et EB058a, figure 3-

41A), tandis que la synthèse entre la lPEI-N-his 21% et la L-arginine-N-acryloyle est conduite dans une 

solution aqueuse à pH=7, pendant 48 heures à 100°C (EB190a, figure 3-41B). 
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Figure 3-41 : Schéma de réaction  de modification du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle (B) ou de la L-
arginine-N-acryloyle (B) sur les lPEI-N-his  

 

A la fin de la réaction, les produits EB147c, EB058a (contenant les résidus adamantane) sont purifiés par une 

précipitation dans le THF (la précipitation permet de supprimer le maximum de DMSO), puis par une dialyse 

contre l'eau. Le rendement massique de ces réactions est d’environ 30%. Le produit EB190a est purifié 

seulement par dialyse ; le rendement obtenu est de 53%.  

Les produits de ces trois réactions sont séchés et caractérisés par RMN 1H (figure 3-42 pour EB147c, figure 

3-43 pour EB058a et figure 3-44 pour EB190a) et 13C. 
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Figure 3-42 : Spectre RMN 1H  de la poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-yl) 
propanoïque acide) -co- éthylènimine-N-éthylamide-N-1-adamantane méthylamine) (lPEI-N-his 24%-N-ad 5% 

(EB147c)) dans D2O à 25°C, ([EB147c]=20 mg/ml). La molécule de lPEI-N-his-N-ad est schématisée. 

 

 

Figure 3-43 : Spectre RMN 1H de la poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-yl) 
propanoate méthyle ester)-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-1-adamantane méthylamine) (lPEI-N-his Me 19%-N-ad 

5%(EB058a)) dans D2O à 25°C, ([EB058a]=20 mg/ml). La molécule de lPEI-N-his Me-N-ad  est schématisée 
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Figure 3-44 : Spectre RMN 1H  de la poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-yl) 
propanoïque acide-co-EthylènImine-N-éthylamide-N-2-amino-5-carbamimidamidopentanoïque acide), (lPEI-N-his-
N-arg)(lPEI-N-his 21%-N-arg 13,5 (EB190a)) dans D2O à 25°C, ([EB190a]=20 mg/ml). La molécule de lPEI-N-his-

N-arg est schématisée 

 

Nous pouvons déterminer la fraction en synthon des polymères EB058a, EB147c et EB190a  à partir 

du taux d’unité éthylènimine modifiée par la L-histidine-N-acryloyle. Le calcul suivant est effectué dans le 

cas du polymère EB147c. 

 

En fixant l’intégration de la fonction imidazole à 1, il est possible d’obtenir un rapport relatif des unités m et 

n par la relation :  
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I −
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avec 

r : le nombre d’unités monomère EI modifiées par la L-histidine-N-acryloyle,  

s : la fraction en 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle 

w : l’intégration correspondant à l’ensemble des protons des greffons éthylènimine-N-adamantane 
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s : l’intégration correspondant à l’ensemble des protons d’unités EI-N-histidine par macromolécule sur le 

spectre RMN 1H, protons imidazole déduits. 

Il est possible d’obtenir un rapport relatif des unités w et s par la relation : 

his

)(

ad

n

n

s libreimidazolehis

ad

I

I

w

−
=              équation 14 

avec 

Iad : l’intégration du pic du cycle adamantane à 1,86 ppm 

nad : le nombre de protons du cycle ad à 1,86, 

Ihist (imidazole libre) = intégration du pic du cycle imidazole à 6,76 ppm – l’intégration du cycle imidazole homo-

condensé = 0,8 d’après le spectre 3-26 

nhis : le nombre de proton imidazoyle libre à 6,89 ppm. 

 

Les valeurs y et z obtenues par le spectre RMN 1H sont:  

8,0
1
8,0 ==s   et 22,0

3
649,0 ==w  

 

Le rapport entre l’unité monomère EI-N-his et la fraction en 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle de 

l’équation 14 devient :  

275,0
8,0

22,0

s
==w

       

Il est possible de définir y par le taux de modification en L-histidine-N-acryloyle déterminé dans le 

paragraphe II-2. 2. 1  qui s’écrit : 

176,0
x

u
 s =

++
=

zu
 

et  

s= 0=0,05 

Nous pouvons conclure que le polymère EB147c possède 5% d’adamantane méthylamine-N-

acryloyle greffé. D’après le paragraphe II-2. 2. 1, il est difficile de discriminer un greffage sur le squelette 

lPEI ou sur le résidu histidine lors de la deuxième modification du polymère.  C’est pourquoi trois structures 

sont possibles pour la lPEI modifiée par l’adamantane méthylamine-N-acryloyle. Dans le cas du polymère 

EB147c ces structures sont représentées par la figure 3-45.  
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Figure 3-45 : Structure possible des copolymères statistiques en prenant pour exemple la lPEI-N-his17.6%s-N-ad5% 
(EB147c) 

 

Une réaction de modification de la lPEI-N-his 16% avec du 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle 

est réalisé, donnant aussi un pourcentage de modification de 5%. 

 

III – Conclusion 

 

La modification des acides aminés et de certaines molécules hydrophobes par la réaction d’addition-

élimination permet d’obtenir facilement les dérivés acrylamide, utilisé pour la modification de la 

poly(éthylènimine) linéaire (lPEI). Les protocoles de synthèses et de purifications des précurseurs sont 

optimisés  pour obtenir un rendement satisfaisant (50%). Le recours à des analyses spectroscopiques (RMN 
1H, 13C et 2D) et spectrométriques (ESI-MS) permet d’identifier les précurseurs escomptés et d’établir le 

degré de pureté des molécules. 

Ce chapitre décrit aussi le greffage des différents précurseurs (adamantane-N-acryloyle, L-arginine-N-

acryloyle, L-histidine-N-acryloyle, L-histidine méthyle ester) sur la lPEI par la réaction de Michaël.  Les 

conditions opératoires des synthèses et le taux de greffage de la lPEI sont contrôlées et reproductibles, 

amenant à la création de nouveaux vecteurs cationiques, non toxiques,  capables de complexer l’ADN et de 

transfecter les cellules in vitro et in vivo. 
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Malgré la simplicité relative des synthèses présentées dans ce chapitre, il a été démontré qu’une réaction 

secondaire d'homocondensation se produisait sur les dérivés d’acide aminé formant des structures qui se 

greffent à la lPEI. D’après l’analyse des spectres de la L-histidine-N-acryloyle, l'élévation de température 

favorise l’apparition de ces homocondensats (lors de l’ajout du chlorure d’acryloyle ou de l’évaporation des 

solvants après purification). Pour limiter ces réactions secondaires, il faudrait effectuer la synthèse à une 

température moins élevée (50°C), ou protéger la fonction imidazole de la L-histidine-N-acryloyle par une 

fonction boc, lors de la réaction.  

 

Pour comprendre les résultats de transfection in vitro, des études de caractérisations physico-chimique sur 

des nouveaux vecteurs (récapitulés dans le tableau 3-14) et des complexes vecteurs/ADN sont réalisées 

ultérieurement dans des solutions aqueuses, tamponnées (ex : tampon HEPES).  

 

Tableau 3-14 : Récapitulatifs des expériences associées aux polymères synthétisés, aux synthons utilisés, aux masses 
molaires de la lPEI et à la fraction en synthons obtenue. 

Synthon 
Mn lPEI théorique 

(g.mol-1) 
Exp. 

Fraction en synthons 
(%) 

Nom abrégé du 
polymère 

L-histidine-N-acryloyle 22000 

EB104b 
EB130b EB112b 

EB117b 
EB131b 
EB152a 
EB154a 
EB135a 
EB134a 
EB146a 
EB149a 

6 
7,4 
10 
13 
16 
17 
19 
22 
24 
32 
66 

lPEI-N-his  

L-histidine-N-acryloyle 2500 
EB161a 
EB204a 

6 
18 

lPEI2500-N-his 

L-histidine méthyle ester-
N-acryloyle 

22000 
EB019a 
EB044a 

19 
24 

lPEI-N-his Me 

L-arginine-N-acryloyle 22000 
EB183a 
EB142a 
EB143a 

7 
14 
21 

lPEI-N-arg 

1-adamantane 
méthylamine-N-acryloyle 

22000 

EB052c 
EB051c 
EB053c 
EB023a 
EB024a 

0,4 
4 
9 
22 
24 

lPEI-N-ad 

L-histidine-N-acryloyle 
1-adamantane 

méthylamine-N-acryloyle 
22000 EB147c 

24 
 
5 
 

lPEI-N-his-N-ad 

L-histidine méthyle ester-
N-acryloyle 

1-adamantane 
méthylamine-N-acryloyle 

22000 EB058a 

19 
 
5 
 

lPEI-N-his Me-N-ad 

L-histidine-N-acryloyle 
L-arginine-N-acryloyle 

22000 EB190a 
21 

13,5 
lPEI-N-his-N-arg 
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Chapitre 4 : 

Propriétés physico-chimiques des 

nouveaux vecteurs et Tests biologiques 
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La protection du gène médicament est capitale lors d’une transfection in vitro ou  in vivo. Sa 

complexation par un vecteur cationique forme un système non viral appelé polyplexe, par l'intermédiaire 

d'interactions électrostatiques coopératives entre les groupements phosphate du fragment d'ADN et les unités 

cationiques du polyélectrolyte positif. Le rôle du vecteur polymère est la condensation du plasmide au 

moment de la réalisation du polyplexe, puis de former une nanoparticule possédant une charge de surface 

globalement positive afin d'améliorer l'internalisation cellulaire de la nanoparticule par interaction particules-

peptidoglycanes (molécules localisées en surface des membranes plasmiques de la cellule). 

La connaissance initiale des propriétés physico-chimiques des polymères synthétisés est primordiale pour 

une utilisation ultérieure en biologie. Un ensemble d'informations concernant les polymères, tels que le rayon 

hydrodynamique des polymères, leur charge globale (qui doit être positive, pour complexer l’ADN) et leur 

effet tampon (utile pour la sortie de l’endosome) seront déterminés afin d'appréhender la formation de 

nanoparticules de façon contrôlée. L'acquisition de ces paramètres, en solution aqueuse ou tamponnée (ex : 

HEPES), se fera par titration, mesure du potentiel zêta et mesure des volumes hydrodynamiques.  

 La complexation/condensation de l'ADN dépend de la nature du vecteur utilisé et des conditions de 

formulation du polyplexe.  Ces paramètres seront étudiés afin de produire des nanoparticules de diamètre 

inférieur à 100 nm,  taille requise pour des expériences de transfection à l'aide de polymère153. Les 

polyplexes ainsi produits devront avoir une charge de surface positive, et la capacité de complexation d'un 

plasmide par les différents polymères cationiques de ce travail (pTG11033 ou pCMV-luc, ADN circulaire de 

9514 paires de bases, codant pour la luciférase, l’enzyme permettant de vérifier la transfection des cellules) 

sera menée par électrophorèse. La maîtrise de ces paramètres est essentielle dans l'objectif d'amélioration de 

la transfection in vitro et in vivo199.  

Enfin, des tests de transfection in vitro préliminaires à l'aide de ces nouveaux vecteurs seront présentés, en 

utilisant la poly(éthylènimine) linéaire (lPEI) en tant que référence131, 134. 

 

I – Caractérisations physico-chimiques des différents 

polymères 

 

Nous avons vu dans le chapitre précédent que la modification chimique de la lPEI par des dérivés de 

la L-histidine provoque une modification du comportement des macromolécules en solution. Il nous est paru 

important de regarder les paramètres pouvant influencer le comportement des polymères synthétisés au 

chapitre précédent en fonction de différents paramètres, notamment le pH. 
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I-1 – Etude de la solubilité et des charges des différents 

polymères synthétisés en fonction du pH. 

 

L’essentiel des polymères synthétisés durant ce travail (lPEI-N-his ou la lPEI-N-arg) sont des 

polyélectrolytes polyampholytes. Leur comportement change en fonction du pH. Il est important d’étudier la 

solubilité de ces polymères ainsi que leur charge globale en fonction du pH. Pour accéder à ces paramètres, 

nous déterminerons le rayon hydrodynamique des différents dérivés de lPEI, et nous mesurerons leur 

potentiel ζ. Ces deux paramètres seront alors corrélés afin de déterminer les conditions d’utilisation de ces 

polymères pour former des complexes avec un polyélectrolyte négatif tel que l’ADN. Nous utiliserons la 

lPEI en tant que référence, ainsi que la lPEI-N-his Me, possédant une fonction ester, qui permet au polymère 

de perdre son caractère polyampholyte. 

 

I-1 .1 les lPEI-N-his 

IIII----1. 1. 1 détermination de la solubilité des lPEI1. 1. 1 détermination de la solubilité des lPEI1. 1. 1 détermination de la solubilité des lPEI1. 1. 1 détermination de la solubilité des lPEI----NNNN----his en fonction du pHhis en fonction du pHhis en fonction du pHhis en fonction du pH    

 

Dans l’étude suivante, nous cherchons à déterminer la solubilité des polymères en fonction du taux 

de greffage et du pH. Ce paramètre peut être déterminé par une mesure du rayon hydrodynamique (rH (nm)) 

par diffusion dynamique de la lumière à l’aide du Zêtasizer Nano Series (Malvern Instruments Ltd United 

Kingdom).  Les mesures sont conduites en solutions, aqueuse et tamponnée (HEPES, avec glucose (5%) ou 

NaCl (150 mM)).  

Les premières mesures ont été effectuées à T = 25°C, en solution aqueuse, sans force ionique pour 

une concentration en polymère fixée à 1 g.L-1. Les valeurs sont présentées par des mesures en intensité. 

Après cinq mesures réalisées, l’incertitude est obtenue par le calcul de l’écart type moyen.  

La figure 4-1 montre la variation du rayon hydrodynamique de la lPEI en fonction du pH, en solution 

aqueuse. Le rayon hydrodynamique est de l’ordre de 15nm à pH acide. 
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Figure 4-1 : Variation du rayon hydrodynamique (Rh (nm)) en fonction du pH, des lPEI et lPEI-N-his ([polymère]= 
1 g/L1) à T°C=25°C 

 

La solubilisation de la lPEI est expliquée par la protonation du polymère à pH acide. Au dessus de 

pH =7, la déprotonation de la chaîne macromoléculaire devient significative, entraînant une augmentation du 

rayon hydrodynamique puis la précipitation du polymère, lorsque celui-ci est complètement neutralisé.   

Lorsque des résidus histidine sont greffés sur la lPEI par la fonction amine, le comportement en 

solution aqueuse diffère de celui du polymère de départ. Nous observons pour toutes les lPEI-N-his une zone 

de solubilité à pH acide, comme pour la lPEI. Puis lorsque le pH augmente, une zone de turbidité apparaît, 

démontrée par l'augmentation du rayon hydrodynamique. Enfin, à pH élevé les lPEI-N-his redeviennent 

solubles quelque soit leur taux de greffage.  Nous observons que la zone de pH de turbidité varie avec le taux 

de substitution de la lPEI en résidus L-histidine. Ce comportement est expliqué par les équilibres acide-base 

de chacune des fonctions ionisables du polymère. A faible pH, les fonctions amines et imidazoles sont 

protonées, et la fonction carboxylique neutralisée. Une augmentation de pH provoque la déprotonation des 

fonctions carboxylique, pour donner des fonctions carboxylate en quantité égale à celle des fonctions 

imidazolinium. L'augmentation ultérieure de pH provoque en premier lieu la déprotonation des fonctions 

imidazolinium, puis des fonctions ammonium du squelette lPEI, jusqu'au point isoélectrique, où la 

concentration en fonctions carboxylate est égale à la concentration en fonctions ammonium portées par le 

squelette lPEI. Ce point isoélectrique se situe dans la zone turbide. A pH élevé, les seules fonctions ioniques 

sont de type carboxylate, et permettent ainsi la solubilité du polymère. Le  taux de modification croissant en 
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L-histidine-N-acryloyle ramène la zone turbide vers le pH physiologique (pH=7,4). Il faut donc travailler 

avec des polymères ayant un taux de modification en L-histidine-N-acryloyle inférieur à 24%. 

 

 L’étude de l’évolution des Rh des macromolécules en solution en fonction du pH n’a pas été 

conduite, mais les résultats déjà exprimés au chapitre précédent concernant la viscosité de ces polymères 

(chapitre 3 paragraphe II-2. 2. 7) nous laisse imaginer que le Rh croît avec la charge globale du polymère, 

comme déjà déterminé dans d’autres travaux200. En première approche, nous postulons que ce phénomène est 

un avantage pour améliorer la compaction d’un polyélectrolyte négatif lors de formation de complexe entre 

macromolécules de charge globale opposée.  

Nous avons conduit les mêmes expériences en milieu tamponné (tampon HEPES 60 mM, HEPES 60mM 

contenant 5% de glucose, HEPES contenant 5% de glucose et 150 mM de NaCl), correspondant aux 

différents tampons relevés dans la littérature pour préparer des complexes entre polymère cationique et 

plasmide. Nous avons déterminé des zones turbides correspondant exactement à celles présentées dans la 

figure 4-1, quelque soit le taux de substitution de la lPEI (11 et 19 %).   

 

IIII----2. 1. 2 Détermination de la mobilité électrophorétique  des lPEI2. 1. 2 Détermination de la mobilité électrophorétique  des lPEI2. 1. 2 Détermination de la mobilité électrophorétique  des lPEI2. 1. 2 Détermination de la mobilité électrophorétique  des lPEI----NNNN----hishishishis    

I-2. 1. 2. 1. Principe de mesure du potentiel zêta 

 

La mesure du potentiel zêta ζ est généralement utilisée pour obtenir la charge nette globale en 

surface d’une particule ou d’un complexe vecteur/ADN, soluble en solution aqueuse. Cette mesure donne 

une indication de la stabilité potentielle du système colloïdal. Par cette technique, nous avons accès à des 

informations dans le cas de solide dispersé dans un liquide ou dans le cas d’une émulsion.  

Le schéma 4-2 présente une particule chargée négativement en surface et les différents potentiels existant au 

sein de ce système, dans le modèle de Guoy-Chapman-Stern, en fonction de la distance à cette surface. 
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Figure 4-2 : Schéma représentatif du potentiel zêta201 

 

Le développement d’une charge nette à la surface d’une particule affecte la distribution des ions dans 

la région interfaciale environnante, résultant en une concentration plus grande en contre-ions (ions de charge 

opposée à celle de la particule) proche de la surface. Une double couche électrique existe autour de chaque 

particule. D’après le modèle de Guoy-Chapman-Stern de la double couche, celle-ci est constituée, d’une part, 

d’une région interne, appelée couche de Stern, où les ions sont liés fortement, et, d’autre part, d’une région 

externe, diffuse, où les ions sont moins fermement attachés, entraînant de l’électro-osmose.  

A l’intérieur de cette couche diffuse, il existe une frontière où les ions et les particules forment une entité 

stable. Quand la particule diffuse (surtout par gravité), les ions dans cette limite diffusent avec elle, mais les 

ions au-delà de cette limite ne se déplacent pas avec la particule. Cette frontière est appelée la surface de 

cisaillement hydrodynamique ou du plan de glissement. Le potentiel qui existe à cette frontière est connu 

sous le nom de potentiel ζ. 

Le principe de cette technique est la mesure de la mobilité électrophorétique des particules. Quand un champ 

électrique est appliqué à travers un électrolyte, les particules chargées suspendues dans cet électrolyte sont 

attirées vers l’électrode de charge opposée. Les forces liées à la viscosité du milieu agissant sur les particules 

tendent à s’opposer à ce mouvement. Quand un équilibre est atteint entre ces deux forces, les particules se 

déplacent avec une vitesse constante. 

Cette vélocité, appelée mobilité électrophorétique, dépend de : 

- la force du champ électrique ou de la tension, 

- la constante diélectrique du milieu, 

- la viscosité du milieu, 

- le potentiel zêta. 
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Le potentiel zêta d’une particule peut être obtenu alors par l’équation d’Henry : 

η
κεζ

3
)(2 af

UE −=  

Avec ζ le potentiel zêta, UE la mobilité électrophorétique, ε = εr*ε0 la constante diélectrique, η la viscosité et 

f(κa) la fonction de Henry (κ-1 la longueur de Debye et a le diamètre de la particule). 

Les déterminations électrophorétiques du potentiel ζ sont généralement réalisées en solution aqueuse, à des 

concentrations en électrolytes modérés. Dans ce cas, f(κa) est pris égal à 1,5, approximation connue comme 

l’approximation de Smoluchovski202. Le modèle de Smoluchovski suppose des particules de taille supérieure 

à 0,2 microns, dispersées dans des électrolytes contenant plus de 10-3 mol de sels. Dans le cas de solutions 

non polaires, on fait l’approximation de Huckel, menant à une valeur de f(κa)=1. 

 

I-2. 1. 2. 2 Applications aux systèmes lPEI-N-his 

 

Depuis peu, l’étude du potentiel zêta ζ est utilisée également pour caractériser les polymères en 

solution200, 203. D’après la littérature, il est possible d’obtenir des valeurs exploitables de potentiel ζ d’une 

macromolécule polyélectrolyte, amphiphile, si l’étude est réalisée dans des concentrations en polymère 

comprises entre 10-6 et 10-1 mol.L-1. La variation du potentiel ζ en fonction du pH est présentée en fonction 

du taux de L-histidine greffé sur la lPEI (figure 4-3). 
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Figure 4-3 : Variation du potentiel zêta (ζζζζ (mV)) en fonction du pH pour les lPEI-N-his à différents taux de 
modification ([polymère]=10-5 mol.L-1), à T°C=25°C,(trait en pointillé= zone turbide, trait plein, zone de solubilité) 

 

Les mesures du potentiel ζ ont été réalisées à l’aide du Zêtasizer Nano Series (Malvern Instruments Ltd 

United Kingdom), pour les échantillons de lPEI, lPEI-N-his 11%, 16%, 19%, 24% et 32%. La cellule utilisée 

pour ces mesures est constituée de deux électrodes et d’un capillaire en U, moulée dans une cellule de 

mesure de précision. La concentration en polymère est fixée à 10-5 mol.L-1 à T = 25°C, en solution aqueuse 

(milliQ) préalablement filtrée sur un filtre millipore de 0.2µm de diamètre. Les valeurs présentées sont 

obtenues après dix mesures réalisées, l’incertitude est obtenue par le calcul de l’écart type moyen. 

A pH acide (pH < 7), la lPEI est cationique. L’augmentation du pH déprotone les amines secondaires 

du polymère faisant diminuer le potentiel ζ du vecteur. Il est à noter que cette diminution du potentiel 

coïncide avec l’augmentation du rayon hydrodynamique à partir du pH= 7 (de 30 nm au lieu de 15 nm (pH= 

5,5)).  

 Le caractère ampholyte des lPEI-N-his est clairement identifié sur la figure 4-3 par un potentiel ζ 

positif à pH acide et négatif à pH basique pour l’ensemble des lPEI-N-his.  Dans ces deux cas extrêmes, pH 

acide et basique, et d’après la théorie de Helmholtz-Smoluchowski, nous pouvons considérer que le potentiel 

zêta mesuré correspond à un potentiel de surface d’une macromolécule gonflée. En revanche, le potentiel 

ζ dans la zone turbide correspond à celui de particule de polymères précipités, et nous faisons l’hypothèse 

que la charge de surface de ces particules est représentative de la charge globale du polymère. Nous en 
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déduisons alors un pH isoélectrique (pHiapp) caractéristique du point isoélectrique de nos polymères. Comme 

pour l’étude du rayon hydrodynamique des vecteurs, le pHiapp croît avec l’augmentation en taux de 

modification de la lPEI par l’histidine-N-acryloyle.  

 

En comparant les résultats des figures 4-1 et 4-3, nous remarquons que les pHiapp se situent toujours 

dans la zone de turbidité des polymères (figure 4-4), c’est à dire dans une zone pour laquelle la charge 

globale des macromolécules tend vers 0. Dans le domaine anionique (pH=11), le potentiel ζ mesuré doit 

croître avec le taux de substitution en résidus histidine, c'est-à-dire en fonctions carboxylate. Ce phénomène 

est observé pour les forts taux de substitution, c’est-à-dire dans les zones de solubilité des polymères. Pour 

les faibles taux de substitution, la condensation des lPEI-N-his semble augmenter l’incertitude de la mesure 

du potentiel ζ. 

 

 

Figure 4-4 : zone de turbidité des lPEI-N-his en fonction du pH dans différents milieux aqueux 

 

Ces deux études ont aussi été réalisées sur la lPEI-N-his Me. Les résultats sur la variation du rayon 

hydrodynamique et du potentiel zêta, en milieu aqueux, montrent un comportement similaire à celui obtenu 

pour la lPEI-N-his. Ce résultat surprenant peut être expliqué par l’hydrolyse de la fonction ester du 

polymère, qui n’a pas pu être mise en évidence par RMN 13C, par manque de produit. 
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I-1 .2 les lPEI-N-ad, lPEI-N-his-N-ad et lPEI-N-his -

N-arg 

IIIIIIII----1. 2. 1  Détermination de la solubilité des lPEI1. 2. 1  Détermination de la solubilité des lPEI1. 2. 1  Détermination de la solubilité des lPEI1. 2. 1  Détermination de la solubilité des lPEI----NNNN----ad, lPEIad, lPEIad, lPEIad, lPEI----NNNN----hishishishis----NNNN----ad et ad et ad et ad et 

lPEIlPEIlPEIlPEI----NNNN----hishishishis----NNNN----argargargarg    

 

Le comportement en milieu aqueux des lPEI-N-ad 5%, lPEI-N-his 24%-N-ad 5% et lPEI-N-his 21%-

N-arg 13,5% est aussi étudié par diffusion dynamique de la lumière (figure 4-5), et comparé à ceux déjà 

décrits pour la lPEI et la lPEI-N-his 24%. Ces trois nouveaux polymères possèdent aussi une variation de 

leur rayon hydrodynamique en fonction du pH. 
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Figure 4-5 : Variation du rayon hydrodynamique (Rh (nm)) en fonction du pH, des lPEI et lPEI-N-his 24%, 
lPEI-N-ad, lPEI-N-his 24%-N-ad 5% et lPEI-N-his 21%-N-arg 13,5% ([polymère]= 1 g/L1) à T°C=25°C 

 

La lPEI-N-his 21%-N-arg 13,5% possède le même comportement que la lPEI-N-his 24%. A pH 

acide, ce vecteur est soluble en solution aqueuse, déduit par son faible rayon hydrodynamique (20 nm). 

L’augmentation du pH permet la déprotonation des fonctions carboxylique puis ammonium du polymère, ce 

qui entraîne l’apparition d’une zone turbide entre les pH 8 et 10. A pH élevé, la lPEI-N-his21%-N-arg 13,5% 

est à nouveau soluble en solution aqueuse, expliqué par la présence de fonctions carboxylate sur le polymère. 

Le greffage de résidus adamantyle sur la lPEI augmente l’hydrophobie des lPEI greffé, quelque soit 

le pH considéré. La lPEI-N-ad 5% est parfaitement soluble à pH<7,4, ce qui est expliqué par la protonation 
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du squelette lPEI. Toutefois, le rayon hydrodynamique du polymère (30 nm) est plus élevé que celui de la 

lPEI (15 nm). Cette observation pourrait être expliquée par l’association des unités hydrophobes du 

polymère. Une étude en concentration confirmerait cette hypothèse.  La condensation de la lPEI-N-ad 5% est 

observée à un pH légèrement supérieur à celui de la lPEI, et des tailles de particules de l’ordre de 800 nm 

sont mesurées, alors qu’une précipitation complète de la lPEI est observée au dessus de pH=8. De plus un pH 

basique permet d’obtenir des tailles moyennes de particules de l’ordre de 500 nm. Une stabilisation du 

diamètre moyen des particules en augmentant le pH n’était pas escomptée, et aucune explication ne semble 

rendre compte de ce résultat. 

L’évolution du Rh de la lPEI-N-his24%-N-ad5% suit un comportement similaire à celui de la lPEI-N-his 

24%. Une zone turbide à pH proche de la neutralité est observée, soit un pH plus faible que lorsque 

l’adamantane n’est pas greffé sur lPEI-N-his 24%. Une explication possible est la diminution du pKa moyen 

du polymère, expliqué par la transformation de fonctions amine secondaire en fonctions amine tertiaire. Le 

faible taux de fonctionnalisation de la lPEI-N-his 24% par les greffons 1-adamantane méthylamine-N-

acryloyle, ne peut totalement expliquer ce résultat, et un autre phénomène doit probablement aussi être mis 

en jeu. L’étude du potentiel zêta (paragraphe suivant) peut donner une explication à ce phénomène. 

 

IIIIIIII----2. 2. 2 Détermination de la mobilité électrophorétique des lPEI2. 2. 2 Détermination de la mobilité électrophorétique des lPEI2. 2. 2 Détermination de la mobilité électrophorétique des lPEI2. 2. 2 Détermination de la mobilité électrophorétique des lPEI----NNNN----ad, lPEIad, lPEIad, lPEIad, lPEI----NNNN----

hishishishis----NNNN----ad et lPEIad et lPEIad et lPEIad et lPEI----NNNN----hishishishis----NNNN----argargargarg     

Le graphique (figure 4-6) montre l’évolution du potentiel ζ (mV) en fonction du pH, pour les 

échantillons : lPEI-N-his 24%, lPEI-N-his 24%-N-ad 5% et lPEI-N-his 21%-N-arg 13,5% en solution 

aqueuse (filtrée sur filtre millipore 0,22µm de diamètre, à [polymère]=1mg/ml, à 25°C). 
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Figure 4-6 : Variation du potentiel zêta (ζζζζ (mV)) en fonction du pH pour les lPEI-N-his24%, lPEI-N-ad 5%, lPEI-N-
his 24%-N-ad 5% et lPEI-N-hgis 21%-N-arg 13,5%([polymère]=10-5 mol.L-1), à T°C=25°C, (trait en pointillé= zone 

turbide, trait plein, zone de solubilité) 

 

L’évolution de la mobilité électrophorétique de la lPEI-N-ad 5% suit une évolution similaire à celle 

de la lPEI en fonction du pH. Nous observons un potentiel ζ positif à faible pH puis neutre à partir de pH= 9. 

A nouveau, le greffage de résidus adamantyle génère des fonctions amine tertiaires dont le pKa est plus 

faible que celui des amines secondaires initiales, ce qui devrait diminuer le pH auquel le potentiel ζ s’annule. 

Le greffage de fonction hydrophobe telles que les résidus adamantyle doit certainement provoquer une auto-

association de ces unités en milieu aqueux. Toutefois, la relation entre un phénomène d’auto association et 

cette annulation du potentiel ζ mérite une étude plus approfondie, hors du cadre de ce travail.  Nous notons 

une excellente corrélation entre la zone d’annulation du potentiel ζ  et la zone de turbidité présentée figure 4-

5. 

La variation du potentiel ζ de la lPEI-N-his 24%-N-ad 5% en fonction du pH suit une variation 

escomptée, à savoir positif à faible pH et négatif à pH élevé. A nouveau, à pH faible, le comportement de la 

mobilité électrophorétique est gouverné par la forte proportion de fonctions ammonium et imidazolinium 

portée par les macromolécules, alors qu’à pH élevé, seule les fonctions carboxylate interviennent dans la 

mobilité électrophorétique des macromolécules. Le pH isoélectrique de la lPEI-N-his24%-N-ad 5% est 

inférieur à celui de la lPEI-N-his24%. La génération de fonctions amine tertiaire ne peut complètement 

expliquer cette forte variation (faible taux de substitution), et un autre phénomène impliquant les résidus 

adamantane doit intervenir dans cette variation. A nouveau, l’étude de la mobilité de polyélectrolytes 

possédant des résidus adamantyle nécessiterait une étude complète afin de mettre en évidence les lois de 

comportement de ce nouveau polymère. Le pHiapp est compris dans la zone turbide de pH, indiquant à 
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nouveau que la neutralisation des macromolécules est la cause de leur précipitation. Ce décalage de zone 

turbide est un handicap pour la préparation de complexe entre ces polymères et un polyélectrolyte négatif à 

pH =7,4. 

L’évolution de la mobilité électrophorétique de lPEI-N-his 21%-N-arg 13,5% suit un comportement 

similaire à celui de la lPEI-N-his 24%, avec un décalage du pHiapp vers les pH élevés, comme attendu lorsque 

l’on augmente le taux de sites basiques par macromolécules. Le pHiapp est à nouveau dans la zone turbide de 

ces polymères, ce qui indique l’intérêt des charges pour la solubilité de ces nouveaux polymères. 

 

I-2 – Titration acido-basique des lPEI-N-his 

 

Lors d’une expérience de formation d’un complexe polyélectrolyte négatif-polyélectrolyte positif, le 

nombre de charges portées par chacune des macromolécules va contrôler la force de l’interaction entre 

macromolécules de charges opposées. Il est donc nécessaire de connaître la densité de charge des polymères 

en fonction du pH. Une attention particulière doit être portée aux différents pH d’utilité (pH=7,4 lors de la 

formulation, pH = 5,5 lors du relargage du polyplexe dans le cytosol). Le taux de protonation des 

macromolécules que nous avons synthétisées peut être déduit d’une titration acide-base en solution 

aqueuse163, 164. Cette étude est réalisée sur les lPEI-N-his de 7 à 67%, en prenant la lPEI en référence.  

La lPEI étant insoluble en solution basique, les titrations ont été effectuées dans 9 ml d’eau contenant 33% 

de HCl 0,1M, de façon à ramener toutes ces solutions à un pH de 2. Les polymères sont neutralisés par de la 

soude 0,05M. Les échantillons sont préparés à une concentration de 25 mM (en amine du squelette de la 

lPEI) (figure 4-7). Le temps entre chaque mesure de pH est déterminé par la stabilité de la mesure. Ainsi, 

dans la zone de turbidité, les temps entre chaque mesure sont augmentés. 
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Figure 4-7: Titration de la solution aqueuse des lPEI, lPEI-N-his de 7,4 à 67% ([EI] = 25 mM) avec uns solution de 
NaOH (0.05M) de pH=2 à 9. Des solutions ont été ajustées à pH = 2 avec du HCL 0,1 M. Ensuite, des aliquotes de 

20 µl de NaOH à 0,05 M sont ajoutés et le pH a mesuré avant chaque ajout. 
 

I-2 .1 capacité tampon des polymères 

 

Nous avons indiqué dans le chapitre bibliographique qu’un mécanisme d’éponge à proton permet 

une libération plus efficace du polyplexe de l’endosome dans le cytosol. Midoux et col.121 ont montré que le 

greffage de fonctions L-histidine sur la polylysine augmente le pouvoir tampon, et donc la libération des 

polyplexes dans le cytosol. Nous analysons en premier l’évolution du pouvoir tampon des lPEI-N-his en 

fonction du pourcentage de greffage de la L-histidine-N-acryloyle. L'addition de Michael a comme 

conséquence l’apparition de résidus imidazole et carboxylique ainsi que des fonctions amine tertiaire, 

diminuant ainsi la fraction d'amine secondaires du squelette de la lPEI. Le pouvoir tampon est défini comme 

la quantité de protons exigée pour diminuer le pH d’une unité, donc est proportionnel à l’inverse de la pente 

de la courbe de titration sur la gamme de pH considéré. Afin de se placer dans les conditions d’acidification 

d’un endosome, nous déterminons ce pouvoir tampon sur une gamme de pH de 5 à 7.5 (figure 4-7)163.  

Des pentes de 0,159 ml, 0,229 ml, 0,328 ml, 0,330 ml, 0,335 ml, 0,134 ml, 0,121 ml ont été 

respectivement mesurées pour les lPEI, lPEI-N-his 7,4%, 16%, 19%, 24%, 32% et 66%. Le pouvoir tampon 

augmente avec le taux de greffage en L-histidine-N-acryloyle (apport de fonctions imidazole et amines 

tertiaires)121, 204 jusqu’au pourcentage de greffage proche de 25%.  Ensuite, le pouvoir tampon diminue (pour 

les lPEI-N-his 32% et 66%), ce qui serait du au nombre croissant d’amines tertiaires et de fonctions 

carboxylate sur ces polymères163. 
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I-2 .2 Détermination de pKa 

 

 Dans une étude sur la protonation de la bPEI, Pais et col.205 ont déterminé les différents pKa de la 

bPEI en étudiant la variation de d[HCl]/dpH, défini aussi comme le pouvoir tampon, en fonction du pH. Ces 

auteurs ont proposé un modèle mathématique permettant de rendre compte des différents pKa observés pour 

la bPEI. Ce modèle ne s’est pas appliqué à nos polymères, mais nous avons toutefois étudié la variation de 

dpH/d[NaOH] en fonction du volume de soude versée. Nous avons sélectionné la lPEI-N-his 16%, qui nous 

le verrons donne les meilleurs résultats de transfection. 
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Figure 4-8 : Titration de la solution aqueuse de polymère ([EI] = 25 mM) avec uns solution de NaOH (0.05M) de 
pH=2 à 9 de lalPEI-N-his 16% et dérivée associée à cette titration 

 

 Les courbes de titration acide base mettent en évidence les pKa des espèces protonables, d’une molécule ou 

macromolécule. Les pKa des acides-bases faibles sont déterminés au volume de la demi-équivalence lors du 

dosage. Cependant, le polymère titré en figure 4-8 est plus complexe qu’une simple molécule ; et il est 

difficile d’identifier correctement les pKa des fonctions amine et carboxylate. Les pKa de ces nouveaux 

vecteurs sont déterminés à l’aide de la courbe de dérivée de la courbe de dosage, qui met en évidence les 

volumes équivalents du dosage d’une espèce. A partir de la figure 4-8 nous voyons apparaître un ensemble 

de pics sur la dérivée de cette courbe de dosage permettant de déterminer différents pKa associés aux 

fonctions présentes dans les lPEI-N-his que nous avons synthétisées. Ces pKa sont rapportés dans le tableau 

4-1. 
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Tableau 4-1 : Récapitulatif des volumes de soude versée à l'équivalence, la demi-équivalence, des pKa associés aux 
volumes des demi-équivalences et les fonctions protonables adjointes. 

Volume de soude versée 
aux équivalences  (mL) 

Volume de soude versée 
aux demi-équivalences 

(mL) 

pKa Attribution possible des 
espèces protonables de la 

lPEI-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 4,9 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 être rapportés aux fonctions carboxylate, imidazole et amine présentes 

sur les lPEI-N-his. Ces différentes fonctions sont rappelées sur la figure 4-9. 
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Figure 4-9 : structure schématique de la lPEI-N-his avec les espèces protonables identifiées dans un cercle 

 

D’après la figure 4-9, la lPEI-N-his possède 6 espèces protonables composées de deux fonctions 

carboxylique et 2 fonctions imidazole, une fonction amine tertiaire et secondaire en première approximation. 

Nous identifions aisément de la courbe de dosage 8 pKa, et nous proposons d’essayer de les attribuer aux 

fonctions portées par les lPEI-N-his. 

 Sachant que le pKa d’un acide carboxylique206 varie de pKa=2 (acide aminé) à pKa=4, les pKa de 

3,3 et 3,8 peuvent être attribués aux deux fonctions carboxylique du vecteur. 

Le polymère possède deux fonctions imidazoles, dont l’une a réagi lors de la synthèse du matériau. 

Connaissant la zone de pKa des fonctions imidazole, nous proposons que les deux pKa à 4,9 et 5,6 soient 
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attribués aux résidus imidazole. Enfin les deux derniers pKas, pKa=7,5 et pKa=8,45, sont respectivement 

attribués à l’amine tertiaire et l’amine secondaire du polymère car le pKa de l’amine tertiaire est 

normalement plus faible que celui de l’amine secondaire206. 

Nous ne discriminons pas les attributions des deux fonctions imidazole et des deux fonctions acides 

carboxyliques car il aurait fallu travailler sur les modèles de polymère pour pouvoir attribuer sans ambiguïté 

ces différentes fonctions. Le point intéressant est de noter que les fonctions imidazole ont un pKa situé 

autour de la zone d’intérêt, c'est-à-dire entre 5 et 6. 

 

I-2 .3 densité de charge 

 

Les lPEI-His ont un caractère polyélectrolyte et possèdent un comportement modulable selon le pH 

de la solution. En utilisant les courbes de dosages de la figure 4-7 et un dosage acide fort/base forte, un taux 

de charges f+ (équation 15) des polymères (lPEI et lPEI-N-his de 7 à 24%) a pu être déterminé en fonction du 

pH (figure 4-10).  

totalN

N
f

][

][ +

=+                                 équation 15 

 

Le taux charge est déterminé par la quantité de  base nécessaire à la neutralisation de l’acide fort  

soustraite de la quantité de base ajoutée à la lPEI-N-his. On détermine alors la concentration de N+ dans la 

solution que l’on rapporte à la concentration totale en unité éthylène imine. Les résultats sont présentés sur la 

figure 4-10, et la courbe mesurée pour la lPEI reproduit une allure déjà mentionée23-25. Nous observons que 

la modification des unités éthylènimine par la L-histidine-N-acryloyle permet d’augmenter le taux de 

protonation du polyélectrolyte, pour un pH donné. L’augmentation du taux de protonation suit le ratio 

d’éthylènimine modifiée. Ceci est tout à fait en accord avec les expériences de viscosimétrie décrites au 

chapitre 3 (paragraphe II-2. 2. 7), qui indiquait qu’à pH=5,5, la lPEI est déjà étirée, dû à son taux de 

protonation alors que la lPEI-N-his est toujours sous forme de pelote statistique. Une plus forte densité de 

répulsion électrostatique existe dons sur la lPEI à pH=5,5, thermodynamiquement défavorable à toute 

protonation ultérieure. Il faut aussi tenir compte des fonctions carboxylate de la lPEI-N-his dont le rôle de 

coopératif de protonation est évident. 
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Figure 4-10 : taux de charge f+ des lPEI et lPEI-N-his en fonction du pH, obtenue par titration acide base 
([EI]=25mM pour les lPEI, lPEI-N-his 7,4% et lPEI-N-his 16%) 

 

I-3 – Taux de charge des lPEI et lPEI-N-his 19% analysé par 

RMN 1H 

 

La protonation des amines a une influence directe sur les déplacements chimiques des pics de 

résonance magnétique nucléaire des protons des groupements CH2 des unités éthylènimines (EI) des 

polymères et des protons portés par les fonctions imidazoyle de l’histidine. Il est donc possible de suivre 

l’évolution du taux de charge des polymères en suivant l’évolution du déplacement chimique des 

groupements CH2 en fonction du pH. On fait l'hypothèse dans la suite que la substitution des atomes 

d'hydrogène par le deutérium influence peu le résultat. 

En utilisant une référence connue dont le f+ a été déterminé par titration, il est possible d’utiliser ensuite la 

RMN pour évaluer le f+. La démonstration est effectuée pour les lPEI ([EI]=0,47M) et lPEI-N-his 19% 

([lPEI-N-his19%]=0,52M) (figure 4-11), dont les spectres RMN 1H sont réalisés à différents pHs, en solution 

dans du D2O. Nous analysons en première approximation uniquement le taux de protonation du squelette 

lPEI (la protonation des fonctions imidazoyle effective à pH=4 ne sera pas analysée). 

D’après la figure 4-11A, le signal de résonance des groupements CH2 de la lPEI se trouve à 

2,9ppm26, pour un pD du D2O de 8. A mesure que la quantité d’acide DCL augmente, le pic de résonance des 

CH2 se déplace vers les champs faibles. La présence d’un seul pic de résonance indique que les échanges 

[ammonium-amine] sont rapides. Nous déduisons que le taux de charge f+  est uniforme, le long du 

polycation.  
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D’après les résultats de la figure 4-11, le taux de charge f+ en fonction du pD est calculé à partir 

d’un taux de charge déterminé par titration acide base (f+=0,2 à pH=4) et montre que la lPEI est peu chargée 

à pH=7,4 (f+=0,15) (figure 4-12). 

La même approche est utilisée pour la lPEI-N-his 19% (figure 4-11B). Le pic correspondant aux unités 

éthylène imine non protonée est à 2,25 ppm (pH=8) et se déplace vers les champs faibles lorsque le pH 

diminue. Ce résultat met en évidence la protonation des fonctions amine secondaires et tertiaires du squelette 

de la lPEI-N-his 19%. Ceci nous permet alors de calculer le taux de charge f+ des unités  EI du polymère (la 

protonation des unités imidazole, quoique impliquée mais négligée en première approximation). La figure 4-

11B montre que le taux de charge de la lPEI-N-his 19% (f+=0,13) est sensiblement plus élevé, à pH=7,4 que 

celui de la lPEI (f+=0,15), expliqué par la présence d’amines tertiaire sur le squelette EI et de fonctins 

carxylate et imidazole. Les spectres RMN 1H de ce polymère mettent aussi en évidence le déplacement des 

protons du groupement imidazoyle (pics à 7,67 et 6,97 ppm) car les amines du cycle se protonent (pKa=6), et 

peuvent participer  à l’augmentation de la densité de charge à pH acide. 

 

 

Figure 4-11 : Evolution des spectres RMN 1H  de la lPEI (A) ([EI]=0,47M) et lPEI (B) ([EI]=0,52M) en fonction du 
pH 
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Figure 4-12 : taux de charge f+des unités EI de la lPEI (en marron) et de la lPEI-N-his 19% (en bleu) en fonction 
du pH ([lPEI-N-his 19%]=0,52M et [lPEI]=0,47), déterminé par RMN 1H 
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II – Formulation et Caractérisations des polyplexes 

vecteurs/ADN 

 

 La formation de polyplexes consiste en un mélange d’une solution de polymère versée dans une 

solution contenant le plasmide d’intérêt. L’interaction électrostatique entre les fonctions ammonium du 

polyélectrolyte positif et les unités phosphate portées par le plasmide permet de former des nanoparticules 

dont les tailles sont déterminées par la méthode de formulation. Pour utiliser ces nanoparticules à base  de 

polymère (polyplexes) en transfert de gène,  elles doivent avoir un diamètre moyen inférieur à 100 nm153. De 

plus, le potentiel de surface de ces nanoparticules doit être positif afin de permettre l’interaction avec les 

peptidoglycanes chargés négativement des membranes cellulaires, et de faciliter l’internalisation des 

polyplexes par les cellules26, 27, 105.  Nous allons dans ce paragraphe étudier la formulation de polyplexes avec 

l’ensemble des polymères synthétisés dans ce travail, afin d’obtenir des nanoparticules de petite taille et 

possédant un potentiel ζ positif. L’ADN utilisé est toujours le plasmide pTG11033 possédant 9,5 kb. Dans 

un premier temps, nous évaluerons la quantité de polymère nécessaire à la complexation totale du plasmide, 

afin d’évaluer la densité d’énergie cohésive du polyplexe. Celle-ci doit être suffisamment élevée pour rester 

sous forme de nanoparticule même en milieu dilué, mais suffisamment faible pour permettre la libération du 

plasmide une fois la particule internalisée. 

 

II-1 – Formation des complexes lPEI-N-his/ADN 

II-1. 1 Formation des complexes lPEI-N-hist/ADN 

 

La première partie de cette étude consiste à déterminer la quantité de polymère nécessaire à la 

complexation totale d’une quantité connue de plasmide. Expérimentalement, nous déterminons dans un 

premier temps la quantité de polymère nécessaire pour la complexation d’1µg de plasmide, en utilisant les 

lPEI-N-his modifiées entre 2 et 67%. Les essais sont effectués par la formulation de 1µg de plasmide 

(nphosphate = 3,3*10-3 mol) en présence d’une quantité croissante de polymère (de 0,5 à 7 µg). Le pH du milieu 

est fixé à 7,4, tampon HEPES 10 mM.   

 La démonstration de la complexation est déterminée par électrophorèse. Une complexation totale du 

plasmide par un polymère est démontrée par une non-migration de ce plasmide lorsque soumis à une tension 

de 90 mV dans un gel d’agarose 6% (figure 4-13).  
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Figure 4-13 : Gel d’agarose électrophorétique des tests de complexation du plasmide par les lPEI (a), lPEI-N-his 
7,4% (b), 16% (c) 24% (d), 32% (e) et 67% (f) à différents ratios polymère/plasmide (w/w), les polyplexes sont réalisés 

dans du tampon HEPES 10 mM à pH=7,4. 
 

Tableau 4-2 : Récapitulatif des ratios de complexation totale du plasmide pTG11033 (9,5 kb) exprimé en  w/w et N/P 
des lPEI, lPEI-N-his 7,44%, 16%, 24% et 32% dans le tampon HEPES pH=7,4 (pour 1 µg de plasmide 

[plasmide]initiale=1µg/ml)) 

Vecteurs Ratio vecteur/ADN (w/w) Ratio NEI/P 
lPEI 0,5/1 3,5 

lPEI-N-his 7,44% 2/1 10 
lPEI-N-his 16% 3/1 12 
lPEI-N-his 24% 3/1 10 
lPEI-N-his 32% 4/1 11 

 

Le  tableau 4-2 présente les ratios vecteur/ADN (w/w) et N/P associés au ratio (w/w) qui complexent 

totalement l’ADN pour les différents lPEI-N-his. La lPEI est indiquée en référence. 

Nous remarquons que le greffage d’un résidu L-histidine sur la chaîne lPEI provoque une augmentation de la 

quantité de polymère nécessaire à la complexation totale du plasmide. Cependant à un taux important de 

résidu histidine (67%) sur la lPEI, le vecteur ne complexe plus le plasmide, quelque soit le ratio lPEI-N-

his/ADN en poids utilisé (w/w de 1/1 à 8/1). De façon surprenante, il n’existe pas de relation entre la fraction 

de résidus L-histidine greffés sur la lPEI et la quantité de polymère nécessaire à la complexation totale de 

1µg d’ADN. Ce résultat peut être expliqué par trois phénomènes agissant de façon synergique, et diminuant 

ainsi l’efficacité de complexation de 1 µg de plasmide par le polymère cationique : 

ba c 

d e f 

  ADN   0,5/1 0,75/1 1/1 2/1 3/1  6/1         ADN  1/1  2/1   3/1  4/1   5/1   6/1   8/1 

1/1   2/1   3/1   4/1  5/1  6/1  8/1  ADN 

ADN 1/1   2/1   3/1    4/1   5/1  6/1    8/1       1/1 2/1   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      
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- La modification de la lPEI par la L-histidine-N-acryloyle entraîne une diminution de la fraction 

d’amines secondaires portées par le squelette lPEI au profit de la fraction en fonctions amine 

tertiaire, peu protonées à pH physiologique136. Toutefois, nous avons vu dans le paragraphe 

précédent que la lPEI-His est plus protonée à pH donné que la lPEI. 

- Le greffage d’unités L-histidine, peu protonées à pH physiologique, provoque un encombrement 

stérique peu propice à la formation de complexe entre le polymère cationique et le plasmide. 

- Enfin, nous rappelons qu’à ce pH, les fonctions carboxylique sont déprotonées et interagissent 

probablement avec les fonctions ammonium de la chaîne de lPEI. Une « consommation » des unités 

ammonium par ces fonctions carboxylate apportées par les résidus L-histidine est aussi à l’origine de 

la plus grande quantité massique de polymère nécessaire à la complexation totale du plasmide.  

 

Cette dernière raison nous semble prédominante lorsque le taux de greffage de la lPEI par l’histidine-N-

acryloyle atteint 23, puis 67%. Cette affirmation sera plus loin confortée par les mesures du potentiel ζ 

de ces particules. D’un point de vue général, l’augmentation du taux de substitution des unités 

éthylènimine de la lPEI entraîne une diminution de la capacité de complexation de plasmide163, 164, 166, en 

particulier pour la lPEI greffée par des résidus carboxylate169. 

 

II-2. 2 diamètres et charges des complexes lPEI-N-

his/ADN 

 

En thérapie génique, le diamètre des complexes doit être le plus petit possible (<100nm)153 pour 

obtenir un transfert de gène efficace. Les diamètres moyens des polyplexes ont été estimés par diffusion 

dynamique de la lumière, en faisant varier le taux de greffage des lPEI-N-his. Le ratio polymère/plasmide est 

fixé à 6 :1 (w/w), car cette valeur est suffisante pour toujours complexer le plasmide, quelque soit le taux de 

greffage de la lPEI par la L-histidine-N-acryloyle. Une étude standard de complexation serait réalisée en 

rapport Npolymère/PADN constant. Toutefois, la forte variation de masse molaire du polymère cationique avec le 

taux de greffage en unités L-histidine nous conduit à prendre comme référence le rapport massique 

polymère/ADN.  La première approche de ce travail est de considérer la formation de polyplexes pour une 

application de type in vivo. La concentration en plasmide est de  [plasmide] = 7,5 µg. Le tableau 4-3 

regroupe les mesures des tailles des polyplexes ainsi que les potentiels ζ correspondants, pour l’ensemble des 

formulations lPEI-N-his/ADN, pour des valeurs variables du taux de greffage. 
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Tableau 4-3 : Récapitulatif des diamètres et des charges des polyplexes au ratio (w/w) 6/1 pour une quantité en lPEI-
N-his de 45 µg et en ADN de 7,5µg (2,5.10-2 mol de P) 

Polymères 
Pourcentage en 
his-N-acryl (%) 

Quantité de 
polymères (mol 

de N) 
Tailles (nm) 

Potentiel  zêta 
(mV) 

EB104b 2 12,7*10-2 132,7 ± 36,4 8,9 ± 3,1 
EB130b 7,44 10,2*10-2 170,7 ± 48.3 6,6 ± 2,5 
EB112c 10 9,4*10-2 110 ± 87,6 8,1 ± 4,7 
EB112b 11 9*10-2 114,2 ± 37,8 8,4 ± 3,2 
EB117b 13,5 8,4*10-3 310,8 ± 68,1 7,3 ±2,9 
EB131b 16 7,8*10-3 349,5 ±36,6 1,3 ± 0,7 
EB135a 22 6,7*10-3 422,6 ± 46.2 3,1 ± 1,1 
EB134a 24 6,4*10-3 400,3 ± 86,4 2,9 ± 0,7 
EB146b 32 3,3*10-3 1007,1 ± 105,4 -13,6 ± 4,3 

 

Ce tableau indique que des diamètres moyens de polyplexes proches de 100 nm peuvent être obtenus 

jusqu’à un taux de substitution de la lPEI-N-his de 11%. Au-delà de ce pourcentage de substitution, le 

diamètre moyen des polyplexes croît jusque 1 µm, dans le cas de la lPEI-N-his-32% qui, nous l’avons déjà 

vu, complexe mal l’ADN. Pour toutes ces formulations, les polyplexes ont un potentiel ζ positif, ce qui est 

nécessaire pour une application en transfert de gène. Une relation directe entre le diamètre moyen des 

polyplexes et le taux de greffage est difficile puisque l’étude est menée en ratio w/w. Toutefois, les faibles 

taux de substitution permettent d’obtenir des diamètres moyens de particules inférieurs à ceux obtenus pour 

des taux de substitution élevés. Ces résultats préliminaires montrent qu’il est possible d’atteindre l’objectif 

de diamètres moyens de polyplexes proche de 100 nm escompté207, malgré le greffage d’unités L-histidine. 

 

II-2 – Formation des complexes lPEI-N-arg/ADN 

 

Les tests de complexation du plasmide pTG11033 (9,5 kb) sont réalisés avec la lPEI-N-arginine (14% et 

22% en L-arginine-N-acryloyle) selon le principe déjà décrit au paragraphe précédent. Le résultat de 

l’expérience d’électrophorèse est rapporté figure 4-14.   
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Figure 4-14 : Gel d’agarose électrophorétique des tests de complexation de l'ADN par les lPEI-N-arg 14% (a) et 
lPEI-N-arg 22% (b) à différents ratios polymère/plasmide (w/w), les polyplexes sont réalisés dans du tampon HEPES 

10 mM à pH=7,4. 
 

La migration de l'ADN est stoppée pour un ratio w/w de 2/1 quelque soit la fraction de L-arginine 

sur le polymère. Ce rapport est présenté en ratio molaire Npolymère/PADN dans le tableau 4-4. 

 

Tableau 4-4 : Récapitulatif des ratios de complexation limites  w/w et N/P des lPEI, lPEI-N-his 16%, lPEI-N-arg 
14% et 22% dans le tampon HEPES pH=7,4 (pour 1 µg d’ADN) 

Vecteurs Ratio vecteur/ADN (w/w) Ratio N/P 
lPEI 0,5/1 3,5 

lPEI-N-his 16% 3/1 12 
lPEI-N-arg 14% 2/1 10 
lPEI-N-arg 22% 2/1 8 
 

Nous observons, qu’à la précision de l’expérience près, la lPEI modifiée par la L-arginine-N-

acryloyle ou la L-histidine-N-acryloyle présente une capacité de complexation de l’ADN comparable dans la 

gamme de taux de greffage analysé. Une analyse plus précise par fluorimétrie pourrait être conduite, afin 

d’évaluer plus précisément les capacités relatives de complexation de ces deux polymères. En tenant compte 

du pKa élevé du groupement guanidium (pKa = 13), la lPEI-N-arg doit être plus chargée que  la lPEI-N-his 

pour un même taux de greffage à pH=7,4. Une meilleure capacité de transfection pourrait alors être 

imaginée. 

 

 

 

Puits           1        2      3     4     5     6       7     8      9     10    11   12    13     

1/1    2/1  3/1   4/1  5/1   6/1  7/1            1/1    2/1  3/1  4/1   5/1   6/1    7/1 

  ADN 

A B 
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II-3 – Formation des complexes lPEI-N-ad/ADN 

 

La littérature fait état de nombreux exemples de complexation de l’adamantane par la cyclodextrine. 

Davis et col.129, 130, 161 ont utilisé cette stratégie pour synthétiser des polymères cationiques incorporant des 

cyclodextrines dans lesquelles ils ont encapsulé des ligands susceptibles d’améliorer le ciblage de leurs 

polyplexes ultérieurement formés. Dans cette partie, nous évaluons la possibilité d’utiliser des polymères à 

base de lPEI possédant des unités adamantane, permettant de former un complexe d’inclusion avec des CD 

greffées par les ligands, pour former des polyplexes.  

 

II-3. 1 Influence du taux de modification de la lPE I 

en fonctions adamantane sur les propriétés de 

complexation de plasmide pTG11033 (9,5 kb), conduit e dans 

le tampon HEPES à pH=7,4 

 

Nous avons vu dans le chapitre précédent que le greffage de résidus adamantyle sur la lPEI par une 

fonction ester conduit à une dégradation de cette fonction au cours du temps. Les résultats de formation de 

polyplexes avec ces polymères, bien qu’intéressants, ne seront donc pas discutés dans ce travail. Nous allons 

présenter les travaux menés sur la complexation du plasmide pTG11033-luc possédant 9,5 kb par la lPEI-N-

ad avec 4 taux de greffage différents : 0,4% ; 4%, 22 % et 24 %. Les polyplexes sont formulés à pH = 7,4 en 

tampon HEPES 10 mM. La concentration en plasmide dans la solution initiale est de 1µg.mL-1. 

 La quantité de polymère nécessaire à une complexation complète de 1 µg de plasmide est déterminée 

par électrophorèse, comme déjà présenté dans le paragraphe précédent. A nouveau, les rapports considérés 

sont de type massique afin de pouvoir comparer ces résultats à ceux obtenus pour la lPEI-N-his. Les résultats 

d’électrophorèse sont présentés figures 4-15 et 4-16. 
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Figure 4-15 : Gel d’agarose électrophorétique des tests de complexation de l'ADN par la lPEI-N-ad 4% à différent 
ratio polymère/plasmide (w/w), les polyplexes sont réalisés dans le tampon HEPES 10 mM à pH=7,4. 

 

 

Figure 4-16 : Gel d’agarose électrophorétique des tests de complexation de l'ADN par les lPEI-N-ad 22% (a) et 24% 
(b) à différent ratio polymère/plasmide (w/w), les polyplexes sont réalisés dans le tampon HEPES 10 mM à pH=7,4. 

 

pADN 1/1   2/1      3/1   4/1   5/1    6/1                                   pADN  7/1    8/1   9/1    10/1   11/1  12/1  

Référence pADN   0,5/1      1/1          2/1          3/1          4/1        5/1 

0,5/1        1/1         2/1          3/1         4/1         5/1 

Puits      1           2         3          4            5           6         7       8 

a 

b 
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 L’observation des figures 4-15 et 4-16 met en évidence deux comportements distincts. A faible taux 

de modification de la lPEI par le 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle, le polymère forme des polyplexes 

avec le plasmide. En revanche, en augmentant le taux de substitution de la lPEI par les résidus adamantyle 

(22 et 24%), aucune complexation du plasmide n’est observée dans la gamme de rapport de concentrations 

massiques analysée. Pour expliquer cette observation, nous avons déterminé le rayon hydrodynamique de la 

PEI-N-ad en milieu aqueux à C= 2.10-5 mol.L-1, par DDL. Nous observons que le polymère lPEI-N-Ad22% a 

un rayon hydrodynamique de 200 nm, bien supérieur à celui escompté pour une macromolécule isolée. Nous 

expliquons ce résultat par la formation d’un gel physique, par création d’une phase hydrophobe. Pour les 

taux de greffage en résidus adamantyle de 0,4 et 4%, le rayon hydrodynamique mesuré dans les mêmes 

conditions est de 38 nm, ce qui est proche de celui mesuré pour la lPEI (70 nm). Malgré cette faible 

association, des polyplexes sont formés avec le plasmide pTG11033-luc possédant 9,5 kb, et les rapports 

polymère/plasmide (w/w) limite  de complexation sont reportés dans le tableau 4-5, et comparé avec ceux 

obtenus pour des polymères référence. 

 

Tableau 4-5 : Récapitulatif des ratios limites de complexation w/w et N/P du plamside pTG11033-luc possédant 9,5 
kb, par les lPEI, lPEI-N-ad 0,4%, 4% et 23% dans le tampon HEPES pH=7,4 (pour 1 µg d’ADN) 

Vecteurs Ratio vecteur/ADN (w/w) Ratio N/P 
lPEI 0,5/1 3,5 

lPEI-N-ad 0,4% 10/1 10 
lPEI-N-ad 4% 10/1 10 
lPEI-N-ad 24% - - 
lPEI-N-his 16% 3/1 12 

 

Nous observons que le greffage de résidus adamantyle sur la lPEI diminue le pouvoir complexant du 

polymère cationique vis-à-vis d’un polyélectrolyte négatif. Nous expliquons ce résultat par la formation de 

microgel physique issu d’une ségrégation de phase des greffons adamantyle. Afin de trouver des conditions 

de formulation permettant de diminuer le phénomène de formation de gels physiques, nous avons procédé à 

une série de formulation à pH plus faible. Un taux de protonation plus élevé de la chaîne lPEI est escompté, 

permettant d’augmenter la répulsion électrostatique des chaînes et donc de limiter la formation du gel 

physique. 
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II-3. 2 Formulation de polyplexes lPEI-N-ad 22% ou 

24%/plasmide pTG11033 (9,5 kb), conduite dans le ta mpon 

HEPES à pH=5 

 

Les tests de complexation sont réalisés en solution HEPES, pH=5, pour les lPEI-N-ad 22 et 24% 

pour une quantité massique de polymère entre 0,5 à 6µg. La figure 4-17 montre le résultat de l’analyse 

électrophorétique pour des rapports polymère/plasmide (w/w)  compris entre 0.5 et 6.  

 

 

Figure 4-17 : Gel d’agarose électrophorétique des tests de complexation du plasmide pTG11033 (9,5 kb) par les 
lPEI-N-ad 22% (a) et 24% (b) à différent ratio polymère/plasmide (w/w). Les polyplexes sont réalisés dans du 

tampon HEPES 10 mM à pH=5. 

 

Nous observons que cette formulation permet d’observer une complexation totale du plasmide pour 

le rapport polymère/plasmide (w/w) 6/1. Une formulation en milieu acide, pH=5,5, permet d’augmenter les 

répulsions électrostatiques entre polyélectrolytes positifs et empêche la formation de gel physique. Ce 

résultat intéressant permet de conclure que dans ces formulations, le résidu adamantane est probablement 

disponible pour la formation d’un complexe d’inclusion avec un dérivé de cyclodextrine (CD).  

 

 

 

  pADN  0,5/1     1/1        2/1       3/1          4/1      5/1          6/1 

pADN   0,5/1       1/1        2/1         3/1     4/1        5/1       6/1 

 

 

   Puits  1      2      3        4       5         6          7          8 

b 
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II-3. 3 Formulation de polyplexes lPEI-N-ad 22 ou 

24%/plasmide pTG11033 (9,5 kb), conduite dans le ta mpon 

HEPES à pH=5 et en présence de ββββCD 

 

Nous faisons l’hypothèse que lors d’une formulation à pH=5, les unités adamatyle sont moins 

impliquées dans des interactions hydrophobes, et donc disponibles pour effectuer des complexes d’inclusion 

avec des CD qui porteraient des fonctions de ciblage161. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons conduit 

une série d’expérience de complexation de l’ADN avec de la lPEI comportant des résidus adamantane, en 

présence de cyclodextrine. Dans cette approche, les résidus adamantane inclus dans la β-cyclodextrine 

(βCD) deviennent hydrophiles, et les limitations liées à la formation de gel physique discutées 

précédemment sont alors éliminées. 

La première série d’expérience est conduite en effectuant le complexe d’inclusion entre la βCD et 

l’adamantane en premier lieu, puis l’on forme les polyplexes avec le plasmide pTG11033 possédant 9,5 kb 

(figure 4-18). L’ensemble des rapports utilisés est rapporté dans le tableau 4-6). 
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Figure 4-18 : formulation des  polyplexes lPEI-N-ad/plasmide en présence de ββββCD. 1) formation du complexe 
d’inclusion lPEI-N-ad/ββββCD, 2) formation du polyplexe lPEI-N-ad-ββββCD/plasmide, en tampon HEPES 10 mM à 

pH=7,4 
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Tableau 4-6 : Tableau récapitulatif des compositions de polyplexes à base de plasmide pTG11033 possédant 9,5 kp 
(1µg), de lPEI-Ad-22% et un défaut ββββCD formulé par complexe d’inclusion (ratio mol/mol) (a), puis réalisation de 
polyplexe (ratio w/w) (b). Les formulations de polyplexes sont réalisées  dans un volume totale de 190 µl de tampon 

HEPES 10 mM à pH=7,4. 

a 

b 

Ratio (lPEI-
N-ad 

22/ADN) 
(w/w) 

Ratio molaire 
ad/βCD 

lPEI-N-ad 22% 
                          mol de N            mol d’Ad 

(µg)          (µmol)             (µmol) 

4/1 1/1 4 5,4*10-2 9,7*10-3 
4/1 1/0,5 4 5,4*10-2 9,7*10-3 
4/1 1/0,25 4 5,4*10-2 9,7*10-3 
4/1 1/0,0625 4 5,4*10-2 9,7*10-3 
5/1 1/1 5 6,7*10-2 1,2*10-2 
5/1 1/0,5 5 6,7*10-2 1,2*10-2 
5/1 1/0,25 5 6,7*10-2 1,2*10-2 
5/1 1/0,0625 5 6,7*10-2 1,2*10-2 
8/1 1/1 8 1,1*10-1 1,9*10-2 

8/1 1/0,5 8 1,1*10-1 1,9*10-2 

8/1 1/0,25 8 1,1*10-1 1,9*10-2 

8/1 1/0,0625 8 1,1*10-1 1,9*10-2 

 

La figure 4-19a montre le résultat de l’analyse par électrophorèse de l’ensemble des polyplexes 

réalisés à partir des formulations dont les compositions sont rapportées dans le tableau 4-6. Nous observons 

que l’ajout de βCD ne semble pas réellement modifier les rapports w/w à partir desquels la lPEI-N-ad 22% 

complexe totalement l’ADN. Ceci montre que l’encombrement stérique du complexe d’inclusion ne perturbe 

pas, ou peu, la formation du polyplexe. Ce résultat permet d’envisager l’utilisation de βCD portant des 

fonctions de ciblage en face primaire, si ces derniers possèdent un faible encombrement stérique. Toutefois, 

cette étude ne démontre pas la localisation des complexes d’inclusion en périphérie du polyplexe, ce qui  est 

indispensable pour une application de ciblage. Nous avons conduit dans un deuxième temps une expérience 

de formation de polyplexe décoré par la CD. 

 

Ratio lPEI-N-ad 
22/β-CD-POE 

(mol/mol) 

Quantité de lPEI-N-ad 22% 
                   mol de Ad 
(µg)                (µmol) 

Quantité de βCD 
 

(µg)              (µmol) 
1/1 5,36 1,3*10-2 14,8 1,3*10-2 

1/0,5 5,36 1,3*10-2 7,4 6,5*10-3 
1/0,25 5,36 1,3*10-2 3,7 3,3*10-3 

1/0,0625 5,36 1,3*10-2 0,9 8,1*10-4 
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Figure 4-19 : Gel d’agarose électrophorétique des tests de complexation du plasmide pTG11033 (9,5kb) par les lPEI-
N-ad 22% avec l’ajout de la ββββCD avant la formation des polyplexes (a) et après la formation des polyplexes (b), à 
différent ratio polymère/plasmide (w/w) et résidus adamantane/ββββCD (n/n). Les polyplexes sont réalisés dans du 

tampon HEPES 10 mM à pH=5. 

 

La deuxième série d’expérience est conduite en effectuant, dans un premier temps la formulation du 

polyplexes, puis la βCD est ajoutée au polyplexe pour former des complexes d’inclusion entre la βCD, et les 

résidus adamantyle localisés en surface du polyplexe (figure 4-20). 

 

 

 

 

Ratio ad/βCD                  1/2      1/1,1   1/0,14   1/0,07     1/1,1    1/0,55  1/0,3    1/0,08      1/1,1  

a 

b 

Ratio ad/bCD                   1/1     1/0,5    1/0,25    1/0,06   1/1      1/0,5      1/0,25  1/0,06    1/1     1/0,5      

1/0,25    1/0,06 

Puits          1       2      3     4      5      6     7      8     9      10    11    

12   13 

Ratio lPEI-N-ad/ADN (w/w)   ADN                  4/1                                5/1                                   

Ratio lPEI-N-ad/ADN (w/w)      ADN                 4/1                                 5/1                                 
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Figure 4-20 : formulation des  polyplexes lPEI-N-ad/plasmide en présence de ββββCD. 1) formation des polyplexes 
lPEI-N-ad/plasmide, puis 2) formation du complexe d’inclusion des résidus adamantyle/ββββCD, en tampon HEPES 10 

mM à pH=7,4 

 

L’ensemble des rapports utilisés est rapporté dans le tableau 4-7, et présenté selon le ratio 

polymère/plasmide et puis l’excès ou le défaut de cyclodextrine par rapport aux fonctions adamantane. Cette 

étude est conduite avec la lPEI-N-Ad-22% afin d’évaluer au mieux l’impact de complexes d’inclusion sur la 

formation de polyplexes. 

 

Tableau 4-7 : Tableau récapitulatif des compositions de polyplexes à base de plasmide pGT11033 possédant 9,5 kb 
(1µg), de lPEI-Ad-22% et un excès de ββββCD. 1) Formulation des polyplexes polymère/plasmide à différents ratio 

(w/w), dans un volume totale de 190 ml de tampon HEPES 10 mM à pH=7,4. 2) Formation des complexes d’incluion 
à différents ratios résidus adamantane/ββββCD (ratio molaire), à partir des polypexes 

Ratio 
(lPEI-N-

ad 
22/ADN) 

(w/w) 

Ratio 
molaire 
ad/βCD 

lPEI-N-ad 22 
                    mol de N     mol d’Ad 

(µg)       (µmol)        (µmol) 

Quantité de βCD 
(µg)     (µmol) 

4/1 1/2 4 5,4*10-2 9,7*10-3 22 2,0*10-2 
4/1 1/1,1 4 5,4*10-2 9,7*10-3 12 1,1*10-2 

4/1 1/0,14 4 5,4*10-2 9,7*10-3 1,5 1,4*10-3 

4/1 1/0,07 4 5,4*10-2 9,7*10-3 0,8 6,8*10-4 

5/1 1/1,1 5 6,7*10-2 1,2*10-2 15 1,3*10-2 

5/1 1/0,55 5 6,7*10-2 1,2*10-2 7,5 6,6*10-3 

5/1 1/0,3 5 6,7*10-2 1,2*10-2 4,1 3,6*10-3 

5/1 1/0,08 5 6,7*10-2 1,2*10-2 1,1 9,6*10-4 

8/1 1/1,1 8 1,1*10-1 1,9*10-2 23,7 2,1*10-2 

8/1 1/0,55 8 1,1*10-1 1,9*10-2 11,9 1,0*10-2 

8/1 1/0,3 8 1,1*10-1 1,9*10-2 6,5 5,7*10-3 

8/1 1/0,02 8 1,1*10-1 1,9*10-2 0,4 3,80*10-4 
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L’analyse électrophorétique de cette deuxième série (figure 4-19b) permet d’observer qu’une 

complexation totale de l’ADN est obtenue lorsque les rapports (w/w) polymère/plasmide dépassent 8/1. 

Cette amélioration de la complexation par rapport au protocole précédent met en évidence l’intérêt d’ajouter 

la βCD après formulation du polyplexe. Des expériences complémentaires sont à mené notamment pour 

démontrer la complexation lPEI-N-ad/βCD. La faible quantité de plasmide ne permet pas d’utiliser les 

technique classique dans le domaine, telle que la RMN (ROESY ou DOSY) mais une étude du potentiel z 

pourrait apporter des données qualitatives sur cette complexation. 

 

II-3. 4 Conclusion 

 

Le greffage de résidus adamantyle sur la lPEI n’empêche pas la formation de complexe avec le 

plasmide pTG11033 (9,5kb), tant que le taux de greffage est faible. Au-delà d’une certaine valeur, la 

formation de domaine hydrophobe est observée et limite la formation des polyplexes. Dans certaines 

conditions, les fonctions adamantane semblent disponibles pour former des complexes d’inclusion avec la 

βCD. De plus amples caractérisations sont  à conduire pour le démonter de façon indubitable, en utilisant des 

techniques nécessitant peu de produit à analyser. Toutefois, la décoration de polyplexes par des CD portant 

des fonctions de ciblage semble être une approche extrêmement prometteuse pour obtenir des assemblages 

supramoléculaire concentrique, avec l’ADN protégé au centre, et les fonctions de ciblage en périphérie. 

 

III – Formulation des complexes lPEI-N-his/ADN pour la 

transfection in vivo 

  

Nous avons décrit dans le premier chapitre l’importance du diamètre moyen des particules, à 

atteindre pour obtenir une bonne qualité de transfection. Nous avons vu dans les paragraphes précédents que 

celui-ci peut être facilement atteint si l’on travaille en solution diluée, afin d’obtenir des formulations 

utilisables dans le domaine in vitro et in vivo. Lors d’expériences de transfection in vitro, la quantité de 

plasmide utilisée est de 7,5 µg ; ce qui est très insuffisant pour des transfection in vivo. Lors d’une injection 

de plasmide dans les souris, la quantité utilisée est de 50 µg, dans un volume de 200 µl de solution, pour 

obtenir une détection du transfert et éviter des injections successives. A cette forte concentration en 

plasmide, nous pouvons aisément calculer que les chaînes se recouvrent, entraînant lors de la formation de 

polyplexes des agrégats de diamètre moyen élevé (>500 nm) incompatibles avec les expériences de 

transfection. Nous reportons dans ce paragraphe les expériences préliminaires de formulations du plasmide 

pTG11033 (9,5kb) de façon à obtenir de faibles diamètres moyens de particule, en concentration élevée. Le 
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polymère utilisé est la lPEI-N-his 16%, qui est un bon compromis entre la toxicité et les performances de 

transfection (expériences discutées dans le paragraphe suivant). 

 

III-1 – Evolution du diamètre 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 quantité croissante d’une solution concentrée de plasmide 

pTG11033 (9,5 kb) dans 100 µL de tampon HEPES (10 mM ; pH =7,4). La quantité d’ADN varie entre 5 µg 

et 25 µg. Une solution de lPEI-N-his 16 % y est ajoutée de façon à garder le rapport polymère/plasmide 

constant (w/w=6/1). Le volume final est fixé à 190 µL. Le tableau 4-8 présente les formulations des 

polyplexes lPEI-N-his 16% (au ratio w/w= 6/1) pour différentes quantités d’ADN utilisées. Les diamètres 

sont obtenus par diffusion de la lumière dynamique.  

 

Tableau 4-8 Diamètres  de polyplexes (par diffusion de la lumière dynamique) formulés à partir de lPEI-N-his 
16%/ADN au ratio w/w=6/1 pour différentes quantités d’ADN dans 190 µl de solution HEPES. ([plasmide]intiiale =  

1mg/mL) 

Exp 
Quantité 

ADN (µg) 

Quantitté 
lPEI-N-his 

(µg) 
Diamètre (nm) 

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 solution dans le tampon HEPES à pH=7,4 augmente les 

diamètres moyens des particules de polyplexes formés. Nous interprétons ce résultat par le passage d’un 

régime dilué à un régime semi-dilué. Ce résultat confirme la nécessité de modifier les protocoles de 

préparation de polyplexe  lorsque l’application in vivo est concernée. 

Pour diminuer le diamètre moyen des particules en milieu concentré, nous allons évaluer 

l’importance de différents paramètres sur ce diamètre. Dans un premier temps, nous allons procéder à l’étude 

de l’évaporation de solvant après formulation en régime dilué afin d’atteindre les concentrations en particule 

et en plasmide nécessaires. 

 

 

 



 

Synthèses et caractérisations de nouveaux polymères, à base de poly(éthylènimine), non toxiques et efficaces en 

thérapie génique  190 / 221 
Emilie BERTRAND 
 

III-2 – Formulation de polyplexes conduite à différentes 

concentrations de solution initiale de polymère et de plasmide 

 

Le tableau 4-9 présente la formulation des polyplexes lPEI-N-his 16%, au ratio en poids w/w=6/1 

dans différents volumes de solution HEPES 10mM à pH=7,4. Typiquement, une solution de 25 µg d’ADN 

est diluée dans un tampon, et mélangée à une solution diluée de polymère. Pour garder la concentration de 

l’HEPES à 10mM, de l’eau milliQ est ajoutée à certaines solutions. Nous analysons dans cette étude l’effet 

de la dilution des macromolécules, dans les solutions initiales, sur le diamètre moyen des nanoparticules 

obtenues. La taille de référence pour cette étude est de 1005 nm, polyplexe formé dans 190 µl de solution 

HEPES pH=7,4 (tableau 4-8, exp4). 

 

Tableau 4-9 : Diamètres  (par diffusion de la lumière dynamique) de formulation de polyplexes lPEI-N-his 
16%/ADN au ratio w/w=6/1 pour différents volumes de solution HEPES. (mADN=25 µg) 

Exp 
Quantité ADN 

(µg) 

Volume de sol.1 
d’ADN + H2O 

ajouté  (µl) 

Sol.2 
[lPEI-N-his] 

(mg/ml) 

Vol sol2 + 
Voltampon lPEI-N-

his (µl) 

Vol 
total 
(µl) 

Diamètre (nm) 

1 25 100 0,667 
45 + 45 de 

tampon 
190 1005 ± 200 

2 25 325 1 
150 + 150 de 

tampon 
625 730 ± 90 

3 25 325 + 1,1 ml H2O 1 
150 + 150 de 

tampon + 1,05 ml 
H2O 

2775 115 ± 50 

4 25 325 + 1,1 ml H2O 1 
150 + 150 de 

tampon + 2,7 ml 
H2O 

6170 
30 (± 16) - 
380 (± 85) 

 

Nous observons que la dilution des macromolécules dans les solutions sol1 et sol2 avant formulation 

entraîne une diminution du diamètre moyen des polyplexes formés.  Cette observation est en accord avec 

l’hypothèse de régime semi-dilué pour le plasmide lorsque les quantités impliquées augmentent.  

 

Le volume maximal d’injection dans les souris étant de 200µl, les solutions des polyplexes formés 

du tableau 4-9, sont évaporées à sec avec un speedvac. La poudre formée est récupérée et resolubilisée dans 

200µl d’eau milliQ pour garder la concentration en HEPES de 10 mM. Cette solution est passée en diffusion 

de lumière dynamique pour déterminer les tailles des complexes lPEI-N-his/ADN. Ces diamètres n’ayant pas 

pu être déterminés au zétasizer, un test de dosage de l’ADN est réalisé. Le dosage en plasmide de la solution 

montre qu’elle ne contient plus de polyplexe. Les complexes lPEI-N-his/plasmide doivent être adsorbés sur 

les parois en PE du contenant, ou non dissous à l’étape de remise en solution. Afin d’améliorer ce protocole, 
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d’autres essais d’évaporation du soluté sont réalisés avec un lyophilisateur et le speedvac en utilisant un 

flaconnage à paroi en verre. 

 

III-3 – Formulation de polyplexes en milieu dilué, suivi d’une 

reconcentration par évaporation 

 

L’expérience 3 présentée dans le tableau 4-9 permet d’obtenir des diamètres moyens de particules  

plus petits que ceux obtenus pour les autres expériences. Elle est la référence de la présente étude.  25 µL de 

plasmide (1 µg/mL) sont dilués dans 325 mL de solution HEPES (10 mM) puis l’on ajoute 1,1 mL d’eau. 

Parallèlement, 150 µg de polymère sont dissous dans 300 µL de tampon HEPES (10 mM) puis 1,05 mL 

d’eau est ajoutés à cette solution. Les deux solutions sont mélangées de façon à former les polyplexes de 

faible diamètre moyen.  L’ajout de sel pour certaines formulations est effectué 30 min. après formation des 

polyplexes. Nous évaluons ensuite différents procédés pour permettre la concentration de ces polyplexes, 

puis leur re-dissolution à une concentration typique de ce qui est nécessaire d’injecter dans une souris pour 

pouvoir évaluer le pouvoir transfectant de ces formulations.  Deux méthodes de concentration des polyplexes 

sont évaluées : le lyophilisateur ou le speedvac. La poudre obtenue est resolubilisé avec de l’eau milliQ pour 

garder constante la concentration en HEPES (10mM)  ou  en sel initial (150mM). Le tableau 4-10 regroupe 

les données concernant la formulation des polyplexes ainsi que leur caractérisation par DDL. 

 

Tableau 4-10 : Influence de méthodes de concentration sur une formulation de  polyplexes lPEI-N-his 16%/ADN au 
ratio w/w=6/1 conduisant à une concentration de 25 µg de plasmide 9,5kb dans 2,775 µl d’eau milliQ contenant 

10mM d’HEPES.  

Exp 
Présence de sel 
[NaCl]=0,5M 

diamètre 
avant 

évaporation 
(nm) 

Méthode 
d’évaporation 

diamètre après 
évaporation 

(nm) 

1 Non 110 - - 

2 Non 110 
Speedvac -tube 

en verre 
n.d.* 

3 Non 110 Lyophilisateur  895 ± 90 

4 Non 110 
Speedvac -tube 
en verre - reste 

200 µl 
n.d.* 

5 Oui, après 30min 130 - n.d.* 

6 
Oui, après 30 

min 
130 

Speedvac -tube 
en verre 

n.d.* 

7 
Oui, après 30 

min 
130 Lyophilisateur n.d* 

8 Oui, après 30min 130 
Speedvac -tube 
en verre - reste 

200 µl 
n.d.* 

* n.d. : non déterminable 
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Après solubilisation des poudres de polyplexes, seule la méthode de la lyophilisation permet 

d’accéder à un diamètre de particules (894 nm), mais  plus élevé que le diamètre initial (110 nm). Nous 

faisons l’hypothèse d’une coalescence des polyplexes conduisant à des objets de grand diamètre, non 

utilisable pour une application de type transfert de gène. Nous pouvons extrapoler sur le fait qu’une 

élimination totale du solvant est néfaste à la conservation du caractère nano particulaire de nos suspensions. 

 

III-4 – Concentration de polyplexes par filtration sous 

centrifugation 

 

Nous avons observé que la technique d’évaporation totale ne permet pas de maintenir un diamètre 

moyen de polyplexes proche de 100 nm lorsque la formulation est conduite en milieu dilué. Nous proposons 

dans ce paragraphe d’évaluer une méthode de concentration des polyplexes par filtration.  L’expérience 3 du  

tableau 4-9 a montré qu’un volume de 2,775 ml de solution, permet d’obtenir un diamètre moyen de 

particule de 115 nm pour les complexes lPEI-N-his/ADN (w/w=6/1).   

25 ou 100 µL de plasmide (1 µg/mL) sont dilués dans 325 mL de solution HEPES (10 mM) puis 

ajustés à 1425 µL par de l’eau MilliQ. Parallèlement, 150 µg ou 600µg de polymère sont dissous dans 150 

µL ou 600 µL de tampon HEPES (10 mM) puis ajusté à 1350 µL  par de l’eau milliQ. Les deux solutions 

sont mélangées de façon à former les polyplexes de faible diamètre moyen. Les suspensions sont placées 

dans Falcon équipé d’un filtre 0,05µm, puis centrifugées à 4000g durant 15 min. Environ 200 µl de solution 

de complexe sont récupérés après filtration dans le filtre, et analysés (tableau 4-11). Nous avons reporté dans 

ce tableau les caractéristiques de diamètre moyen de particules et de potentiel ζ avant et après filtration. 

 

Tableau 4-11 : Influence d’une filtration de formulation de  polyplexes lPEI-N-his 16%/ADN au ratio w/w=6/1 pour 
différentes concentrations en ADN ([plasmide]initiale=1µg/ml) obtenu dans 2,775 µL d’eau milliQ contenant 10 mM 

d’HEPES) 

Exp 
m 

plasmide 
(µg) 

[lPEI-
N-his] 

(mg/ml) 

Volume tampon de la 
solution de lPEI-N-

his (µl) 

Volume 
total (ml) 

Diamètre 
avant 

filtration 
(nm) 

ζ  
(mV) 

Diamètre 
après 

filtration 
(nm) 

ζ  
(mV) 

1 25 1 
150 + 150 de tampon 

+ 1,05 ml H2O 
2,775 115 ± 36 4 ± 1 310± 90 -4 ±1 

2 100 1 
600 + 600 de tampon 

+ 150 µl H2O 
2,775 187 ± 21 

11 
± 0,5 

175 ± 35 
5 

± 0,5 
 

L’analyse des formulations avant filtration est en accord avec les résultats déjà décrits, une augmentation des 

concentrations de formulation entraîne une augmentation des diamètres moyens des particules. L’étape de 

filtration conduit à des particules de diamètre moyen inférieur à 400 nm. De façon surprenante, la 
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formulation conduite en milieu concentrée est stable alors qu’une coalescence est observée par les 

polyplexes en milieu dilué. Ce résultat encourageant devrait  être vérifié plusieurs fois afin d’être confirmé. 

Toutefois, nous pouvons conclure que la filtration, si la concentration finale est maîtrisée, est une méthode 

pertinente de concentration des polyplexes. 

 

III-5 – Influence du pH sur la formulation de polyplexes à base 

de lPEI-N-His en fonction du milieu de préparation 

 

 Afin de rendre compte des conditions possibles de formulation pour des essais de transfection in 

vitro, nous avons étudié l’influence du pH de formulation pour trois milieux communément utilisés. Les pH 

sont compris entre 4 et 7,4, ce qui permet de moduler la fraction d’unité éthylènimine sous une forme 

cationisée. L’expérience de référence décrite dans le tableau 4-8 (paragraphe III-1) permet de générer des 

polyplexes de diamètre moyen égal à 350 nm, en tampon HEPES 10 mM à pH= 7,4.  

 Le tableau 4-12 présente les diamètres des complexes lPEI-N-his/ADN formulés à partie d’une 

solution initiale de 7,5 µg de plasmide dilué dans 100 µL de solution HEPES (10mM), glucose 5% ou 

HEPES (10 mM) + glucose 5%.  Parallèlement, 45 µg de polymère sont mis en solution dans 90 µL des 

mêmes solutions. Les deux solutions sont ensuite mélangées, puis le diamètre moyen est déterminé. 

L’ensemble des résultats est rapporté dans le tableau 4-12.  

 

Tableau 4-12 : Influence du pH de formulation sur les caractéristiques (diamètre moyen) des polyplexes à base de 
lPEI-N-his 16 et du plasmide pTG11033 (9,5kb), au ratio w/w=6/1 (7,5 µg de plasmide ([plasmide]initiale=1 mg/ml 
sont dissous dans 100 µl de tampon HEPES 10 mM. 45 µg de polymère (1µg/µl) sont disous dans 90 µl de tampon 

HEPES 10 mM. 

Expérience Tampon utilisé pH Diamètre (nm) 
1 7,4 223 ± 37 
2 7 233 ± 20 
3 6 80 ± 39 
4 

HEPES 
10 mM 

5 42 ± 31 
5 7,4 570 ± 63 
6 6,5 371 ± 71 
7 

5% glucose 
5,25 92 ± 33 

8 7,4 176±55 - 594±200* 
9 7 151±80 - 594±250 * 
10 6 20±10-113±45* 
11 

HEPES 
10 mM + 5% glucose 

5 198 ± 60 
* deux populations 

 

Quelque soit le milieu dans lequel les polyplexes sont préparés, nous observons une diminution du 

diamètre moyen des polyplexes avec le pH. Cette observation est en accord avec l’augmentation du taux de 
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protonation des motifs éthylènimine en fonction de la diminution du pH. L’utilisation du milieu HEPES 

(10mM) permet d’obtenir des particules de diamètre inférieur à celui obtenu en milieu glucose. Ceci montre 

l’intérêt du milieu tamponné, notamment au pH=7,4. Le mélange glucose-HEPES, conduit à des variations 

de diamètre moyen de polyplexe en fonction du pH de formulation difficilement interprétables. Certaines 

formulations entraînent la formation de deux familles de nanoparticules dont les compositions relatives n’ont 

pu être déterminées.    

 

III-6 – Conclusion des études de formulation 

 

Nous avons mis au point différentes formulations permettant d’obtenir des polyplexes de diamètre 

moyen et de potentiel ζ compatibles avec les exigences répertoriées pour des expériences de transfert de 

gène. Toutefois, un travail reste à améliorer pour pouvoir formuler les polyplexes en milieu concentré afin 

d’obtenir des solutions permettant des expériences de transfert de gène in vivo. Des études dans ce sens ont 

déjà été entamées dans des équipes avec lesquelles nous collaborons. Les formulations obtenues dans ce 

chapitre vont être testées pour des expériences de transfert de gène in vivo sur différentes lignées cellulaires. 

 

IV – Transfection in vitro 

 

Dans ce dernier paragraphe, nous allons présenter les résultats des expériences préliminaires de 

transfection menées sur les polymères synthétisés dans le chapitre 3. La formulation des polyplexes est 

conduite de façon standard. Typiquement, 7,5 µg de plasmide dans 100 µL de tampon HEPES (pH=7,4) sont 

mélangés avec 45 µg de polymère dissous dans 90 µL de tampon HEPES, puis le mélange est dilué à 1,5 ml 

par du milieu de culture contenant 10% de sérum. Ce protocole se rapproche des expériences de formulation 

conduites dans le précédent paragraphe, permettant d’obtenir des diamètres moyens de particules compris 

entre 100 et 400 nm.  
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IV-1 – Transfection de cellules HeLa à partir de polyplexes 

formulés  avec la Poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-

N-2(3(3H-imidazol-4-yl) propanoïque acide) linéaire (lPEI-N-his) 

 

Ce paragraphe regroupe les tests de la transfection in vitro conduits sur les cellules HeLa par des 

polyplexes formulés avec la lPEI-N-his (figure 4-21). 
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Figure 4-21 : Exemple de  structure de la lPEI-N-histidine 18,6% 

 

Les tests sont initialement conduits sur deux ratios massiques polymère/plasmide égale à 3/1 et 6/1 

sur les cellules HeLa. La figure (4-22) rapporte les résultats de transfection pour des greffages en résidus L-

histidine compris entre 0 et 67%. La référence est la lPEI, Mn ≅ 22000 g.mol-1, précurseur des différentes 

lPEI-N-his. Le signal RLU de la lPEI 22000 g.mol-1 est de 4.107 RLU/mg de protéine.  
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Figure 4-22 : La transfection des cellules HeLa a été effectuée avec le plasmide pTG11033 (ou pCMV-Luc) 
complexée avec lPEI-N-his en fonction de la fraction en L-histidine-N-acryloyle (de 0% à de 67%). Les rapports 

polymère/plasmide (w/w) sont de 3/1 (violet) et 6/1(bordeau). 

 

 La figure 4-22 rapporte que l’efficacité de transfection des cellules HeLa est améliorée lorsque la L-

histidine est présente sur le vecteur cationique jusqu’au taux de modification de 16 %. Cette observation tient 

pour les deux ratios massiques examinés. Ensuite, cette efficacité de transfection diminue pour devenir 

inefficace pour les lPEI-N-his 32% et 67%. Le gel retard a démontré que la lPEI-N-his 67% ne complexe pas 

l’ADN, il est même surprenant d’obtenir un signal d’environ 1.105 RLU/mg de protéine, qui est 

probablement équivalent au résultat qui serait obtenu par une transfection avec de l’ADN seul. Pour le ratio 

polymère/plasmide 6/1 (w/w), la lPEI-N-his 2% donne un résultat surprenant par rapport au ratio de 

transfection 3/1 dont l’origine n’est pas identifiée. 

 

Nous avons remarqué dans le paragraphe précédent que l’obtention de polyplexes de petit diamètre 

est difficile à obtenir. La figure 4-23 montre la corrélation entre l’efficacité  de transfection de cellules HeLa 

et le diamètre des polyplexes utilisés pour cette expérience. Une augmentation de la fraction d’unités 

éthylènimine modifiées par la L-Histidine-N-acryloyle entraîne une augmentation du diamètre des 

complexes, ce qui diminue l’efficacité du transfert de gène à partir de la fraction de 22%. 
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Figure 4-23 : La transfection des cellules HeLa a été effectuée avec le plasmide pTG11033 (9,5 kb) complexée avec 
lPEI-N-his en fonction de la fraction en L-histidine-N-acryloyle (de 0% à de 67%). Le rapport polymère/plasmide 

(w/w) est de 6/1, (la mesure des diamètres de particule est déterminée par DDL) 

 

Cette amélioration de transfection peut être expliquée par un « effet éponge à protons » accru expliqué par la 

présence de résidus imidazole sur la lPEI-N-his. Au delà de 22 %, l’efficacité de transfection peut être 

expliquée par une faible complexation du plasmide ou par des diamètres moyens de polyplexes élevés. Pour 

discriminer les deux effets, une étude systématique des conditions de formulation avec la lPEI-N-his 32 % 

devrait être effectué afin d’obtenir des polyplexes de faible diamètre pouvant être utilisés en transfection. 

 

IV-2 – Transfection de cellules C2C12 à partir de polyplexes 

formulés avec la Poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-

2-amino-5-carbominidamidopentanoïque acide) linéaire (lPEI-N-arg) 

 

Nous avons indiqué précédemment que des oligomères de type oligoarginine ont montré une 

capacité de ciblage vis-à-vis de cellules musculaires lisses. Nous avons postulé que la modification de la lPEI 

par des résidus L-arginine pouvait améliorer la transfection de cellules C2C12, modèle in vitro de cellules 

musculaires lisses. Deux références sont proposées, à savoir la lPEI-N-His 16% pour le polymère, et les 

transfections sur cellules HeLa sont proposées à titre de comparaison. La figure  4-24 rapporte l’ensemble 

des résultats obtenus pour différents rapports massiques polymère/plasmide, et la figure 4.25 la structure de 

lPEI-N-arg 14%.  
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Figure 4-24 : La transfection des cellules HeLa (en bleu) et C2C12 (en marron) a été effectuée avec le plasmide 
pTG11033 (9,5 kb) complexée avec lPEI-N-his 16% et les lPEI-N-arg 14 et 21%. Les rapports polymère/plasmide 

(w/w) indiqués entre parenthèse sont de 3/1 et 6/1. 
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Figure 4-25 : Structure de la lPEI-N-arg 21% 

 

Quel que soit le ratio utilisé pour former les polyplexes (3/1 ou 6/1) et les cellules utilisées, les lPEI-N-arg 

ont une efficacité de transfection inférieure à  celle obtenue avec la lPEI-N-his 16%. Toutefois, il est 

intéressant de constater que les vecteurs lPEI- N-his et lPEI-N-arg transfectent mieux les cellules 

musculaires C2C12 que les cellules HeLa. Ce résultat laisse envisager une application dans le domaine 

thérapeutique de transfert gène dans le cadre de traitement de myopathes. 
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IV-4 – Transfection de cellules C2C12 à partir de polyplexes 

formulés avec la Poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-

2(3(3H-imidazol-4-yl) propanoïque acide-co-éthylènimine-N-

éthylamide-N-2-amino-5-carbominidamidopentanoïque acide) linéaire 

(lPEI-N-his-N-arg) 

 

Une étude de transfection est aussi réalisée pour des complexes formulés avec la lPEI-N-his23%-N-

arg 13%, sur des cellules musculaires C2C12 pour évaluer l’intérêt de greffer deux acides aminés de nature 

différente sur la lPEI (figure 4-26). L’effet éponge à protons serait conjugué à l’action de ciblage apportée 

par les résidus arginine. De plus, les groupements guanidine sous la forme guanidium au pH de formulation, 

permettent d’améliorer le pouvoir de complexation du vecteur cationique. Nous remarquons que ce nouveau 

polymère, au ratio 4/1, donnent les mêmes résultats que la lPEI-N-his 16% (à un ratio plus faible de 3/1). La 

présence de la L-arginine-N-acryloyle sur le lPEI-N-his semble améliorer le transfert de plasmide rapporteur 

(pTG11033 (9,5 kb) ou pCMV-luc) dans les cellules C2C12. 
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Figure 4-26 : La transfection des cellules C2C12 a été effectuée avec le plasmide pTG11033 (9,5 kb) complexée avec 
lPEI-N-his 16%, les lPEI-N-arg 14 et 21% et la lPEI-N-his21%-N-13,5%. Le rapport polymère/plasmide (w/w) sont 

de 3/1 et 6/1 (lPEI-N-his et lPEI-N-arg) et de 2/1 et 4/1 pour la lPEI-N-his 21%-N-arg 13,5%. 
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V – Conclusion 

 

Dans ce chapitre, l’aspect physico-chimie des nouveaux vecteurs (seul ou complexés au plasmide) 

est discuté. Ces tests de solubilité et de mobilité électrophorétiques des polymères ont mis en évidence le 

caractère polyamphotère caractérisé par un pH isoélectique apparent, situé dans la zone de turbidité du 

vecteur. L’étude de la solubilité et la densité de charge des polymères, sont des paramètres important pour 

comprendre le comportement des vecteurs en solution, ainsi que lors de leur formulation avec le plasmide. 

Une forte densité de charge  apporte une meilleure complexation du plasmide, et permet d’obtenir des 

polyplexes de petit diamètre. Il faut aussi signaler que la formulation des complexes polymère/plasmide joue 

un rôle important sur le diamètre des nanoparticules.  

La dernière partie de ce chapitre étudie leur capacité de transfection in vitro des polyplexes, sur les 

cellules cancéreuses HeLa et musculaires C2C12. Les résultats montrent que les lPEI-N-ad complexent 

faiblement l’ADN, et que la présence de cyclodextrines ne perturbe pas la complexation de la lPEI-N-ad sur 

le plasmide. 

Les lPEI-N-arginine complexent l’ADN dès le ratio de 2/1, mais la transfection des complexes formulés avec 

ces polymères n’apporte pas de meilleurs résultats in vitro que la lPEI-N-his.  

La lPEI-N-histidine, donne de très bons résultats en transfection par rapport à la lPEI non modifié et à la 

lPEI-N-arginine. L’efficacité de transfection maximale pour ce nouveau polymère est atteinte pour des 

fractions d’EI modifiées par la L-histidine-N-acryloyle de 11% et 16%. Ce résultat est expliqué par  un 

pouvoir tampon supérieur à celui de la lPEI, démontré dans les expériences de titration. 

Des tests de cytotoxicité ont été réalisés sur les lPEI-N-his montrant que ces vecteurs sont moins 

toxiques que la lPEI. Le taux de modification en histidine influe sur la cytotoxicité des polyplexes. 
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Conclusion 
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  L’objectif de ce travail était de synthétiser de nouveaux vecteurs cationiques à base de 

poly(éthylènimine) linéaire (lPEI), capables de complexer l’ADN et de transfecter les cellules in vitro. 

 Les vecteurs synthétiques réalisés dans ce travail proviennent de la modification de la lPEI 22000 

g.mol-1, venant de l’hydrolyse acide de la poly(2-éthyle-2-oxazoline) 50000 g.mol-1. La stratégie initiale de 

ce travail était de modifier la lPEI par différentes molécules comme la L-histidine, connu pour améliorer 

l’efficacité de vecteurs cationiques utilisés en transfection. La stratégie élaborée est de modifier l’amine 

primaire de la L-histidine par le chlorure d’acryloyle, pour ensuite fixer ce synthon par réaction de Michaël 

sur les amines secondaires de la lPEI. Des études approfondies ont permis d’identifier les paramètres de 

synthèses (mécanismes, temps et pH de réaction,  concentration des produits) pour obtenir le taux de 

modification souhaité avec le meilleur contrôle possible de la réaction. Les études physico-chimiques de ces 

polymères, ainsi que les polyplexes polymères/ADN formulés, ont permis d’estimer l’efficacité tampon de 

ces nouveaux polymères, et leur comportement dans les conditions physiologiques de transfection. 

Après la mise au point des paramètres de la réaction de Michaël, d’autres synthons (la L-histidine méthyle 

ester, le 1-adamantane méthylamine et la L-arginine) ont aussi été greffés à la lPEI. Les polymères qui en 

résultent ont été caractérisés en termes de solubilité et de mobilité électrophorétique,  et les résultats sont 

confortés à ceux obtenus avec la lPEI-N-his. 

Toutes ces molécules ont été testées en transfection in vitro, sur des cellules HeLa et C2C12. D’après les 

résultats obtenus, la lPEI-N-his 16% permet d’obtenir la meilleure efficacité de transfection des cellules. 

Les résultats présentés dans ce travail ouvrent de nouvelles perspectives permettant d’envisager des 

améliorations d’efficacité de transfection de cette famille de polymère. La mise au point d’une protection de 

la fonction imidazole de la L-histidine-N-acryloyle permettrait de s’affranchir de l’homocondensation de la 

L-histidine-N-acryloyle mise en évidence dans ce travail. La stabilité des vecteurs, en fonction de leur mode 

de concervation est aussi un objet d’étude particulièrement imortant pour l’application en thérapie génique. 

L’étude physico-chimique des lPEI-ad a mis en évidence des comportements d’autoassociation intéressant 

qu’il serait intéressant d’approfondir, notamment en étudiant le paramètre de concentration. Toutefois, nous 

avons démontré l’accessibilité de la fonction adamantane, greffée à la lPEI, par la βCD, ce qui ouvre une 

perspective tout à fait pationante de ciblage. Enfin, des résultats non discutés dans ce présent travail ont 

montré l’intérêt des lPEI-N-his pour des essais de transfert in vivo. La toxicité de ces vecteurs, en fonction de 

la formulation devra être évaluée sur des souris, pour pouvoir poursuivre le développement de cette nouvelle 

famille de polymère. 
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Annexe 1 : Spectre ESI-MS, RMN 13C, COSY et ROESY 

de certains polymères 

I – Spectres ESI-MS de la L-histidine Me-N-acryloyle 

 

 

Figure 1 : Spectre ESI-MS de la L-histidine méthyl ester-N-acryloyle  dans le méthanol ([EB71a]= 1.10-4 mol.L-1) 

 

Ce spectre ESI-MS de la L-histidine-N-acryloyle est réalisé après un stockage de 3 ans au réfrigérateur. Il 

met en évidence quatre pics à m/z 224,10 uma, 446,80 uma, 669,90 uma et 893,00 uma attribués à la L-

histidine-N-acryloyle méthyle ester seule ou polycondensée, respectivement en proton. Les pics à 518,80 

uma et 741,90 uma sont attribués aux molécules condensées dégradées.  
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II – Spectres RMN 13C de la lPEI-N-his Me 19% 

 

 

Figure 2 : Spectre RMN 13C de la lPEI-N-his Me (EB019a) dans D2O pH=7 à 25°C, ([EB019a] 200 mg/ml  
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III – Spectres RMN COSY de la lPEI-N-arg 

 

 

Figure 3 : Spectre RMN 1H COSY de la lPEI-N-arg (EB143a) dans D2O pH=7 à 25°C ([EB143a] 20 mg/ml) 

 

IV – Spectres RMN 13C de la lPEI-O-ad 

 

 

Figure 4 : Spectre RMN 13C de la lPEI-O-ad (EB007d) dans CDCl3 à 25°C, ([EB007d] 200 mg/ml) 
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Résumé 

La thérapie génique est une approche thérapeutique proposant d’utiliser des acides nucléiques (ADN, 

ARN, oligonucléotides) comme médicament. Les poly(éthylènimine)s linéaire (lPEI) et branchée (bPEI) sont 

des vecteurs de références pour le transfert de gènes, dans le domaines des polymères cationiques. L’objectif 

de ces travaux est de modifier la lPEI par des dérivés de la L-histidine-N-acryloyle, la L-arginine-N-

acryloyle ou le 1-adamantane méthylamine-N-acryloyle, en utilisant la réaction de Michaël. Les études 

physico-chimiques de ces polymères mettent en évidence le comportement de ces vecteurs en solution 

aqueuse et tamponnée, dont les effets peuvent avoir une influence non négligeable sur la complexation de 

l’ADN et le transfert de gène.  La poly(éthylènimine-co-éthylènimine-N-éthylamide-N-2(3(3H-imidazol-4-

yl) propionate de sodium) (lPEI-N-his) comportant 10 à 20% de greffons histidine a permis d’obtenir 

d’excellents résultats en transfection in vitro. Ces polymères ont montrés une très faible cytotoxicité sur les 

différentes lignées cellulaires utilisées pour cette étude.  

 

Mots-clés : lPEI, histidine-N-acryloyle, polyplexe, transfert de gènes, thérapie génique 

 

Abstract 

Gene therapy is a therapeutic approach aiming at introducing corrective genetic materials into a cell 

in order to alleviate the symptoms of a disease. The linear (lPEI) and branched (bPEI) poly(ethylenimine) are 

the gold standard among the polymeric vectors. The aim of this work is to modify the lPEI by N-acryloyl-L-

histidine, N-acryloyl-L-arginine and N-acryloyl-1 adamantane methylamine residue using the Michael 

reaction to improve the transfection efficiency of cationic polymers. The physicochemical studies of these 

polymers are undertaken in aqueous and buffer solutions, and a higher buffering property of these polymers 

is emphasized. The polyplexes formation is found to be influenced by the behaviour of the macromolecules 

in the buffer solution. Transfection experiments are conducted in vitro, His-lPEI bearing 10 to 20% histidine 

residues allowed remarkable transfection efficiency (up to 95%) compared to unmodified lPEI. More 

remarkably, this new kind of cationic polymers showed very low cytotoxicity on cell lines.  

 

Keywords : lPEI, N-acryloyl-histidine, nanoparticules, gene transfert 

 


