N
N

N

HAL

open science

Développement, formulation et biodistribution de
vecteurs synthétiques pour le transfert de genes dans le
cadre de la thérapie génique de la mucoviscidose

Nawal Belmadi

» To cite this version:

Nawal Belmadi. Développement, formulation et biodistribution de vecteurs synthétiques pour le trans-
fert de génes dans le cadre de la thérapie génique de la mucoviscidose. Médecine humaine et pathologie.
Université de Bretagne occidentale - Brest, 2015. Francais. NNT': 2015BRES0093 . tel-01996412

HAL Id: tel-01996412
https://theses.hal.science/tel-01996412
Submitted on 28 Jan 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01996412
https://hal.archives-ouvertes.fr

université de bretagne
occidentale

THESE / UNIVERSITE DE BRETAGNE OCCIDENTALE

sous le sceau de I'Université européenne de Bretagne

pour obtenir le titre de

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE BRETAGNE OCCIDENTALE
Mention : Biologie - Santé

Ecole Doctorale SICMA

Développement,
formulation et
biodistribution de vecteurs
synthétiques pour le
transfert de genes dans le
cadre de la thérapie
génique de la
mucoviscidose

présentée par

Nawal BELMADI

Préparée a I'INSERM UMR 1078
dans I'équipe " Thérapie Génique et
Transfert de Genes"

Thése soutenue le 11 décembre 2015
devant le jury composé de :

Paul-Alain JAFFRES
Professeur, Université de Bretagne Occidentale / Examinateur

Tristan MONTIER
Professeur, Université de Bretagne Occidentale / Directeur de these

Patrick MIDOUX
Directeur de recherche, CNRS UPR 4301 / Rapporteur

Loic LEMIEGRE
MCU, Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Rennes CNRS
UMR 6226 / Rapporteur

Tony LE GALL
Chercheur, INSERM UMR 1078 / Examinateur






Remerciements

Ce travail a été réalisé au sein de 'unité INSERM 1078, a T'université de Bretagne Occidentale, et a été

financé par la Région Bretagne et l'université de Bretagne Occidentale que je remercie.

Je tiens tout d’abord a remercier Monsieur le Professeur Claude Férec pour m’avoir accueilli dans son
laboratoire.

Je remercie le Docteur Patrick Midoux et le Docteur Loic Lemiégre de me faire 'honneur de juger ce

travail.

Je remercie le Professeur Pau-Alain Jaffrés et le docteur Tony Le Gall d’avoir accepté de participer a

mon jury

Mes remerciements s’adressent également a Monsieur le Professeur Tristan Montier, mon directeur
de these. 1l m’a accueilli au sein de son équipe « Thérapie Génique et Transfert de génes » et encadré
lors de ma thése. Je vous remercie pour la confiance que vous m’avez accordée, pour votre aide et

écoute durant ces trois années de thése. Merci pour vos conseils et vos encouragements.

Mes remerciements vont également a Monsieur le Professeur Pierre Lehn, auprés duquel jai appris
beaucoup sur le transfert de génes et la mucoviscidose. Vous m’avez beaucoup apporté aussi bien sur
le plan humain que scientifique au cours de ces trois années de thése. Recevez ici le témoignage de

mon profond respect.

Merci également a toute I'équipe « Thérapie génique et Transfert de génes » de 'UI078 : Yann Sibiril,
Caroline Denis, Angélique Mottais, D". Tony Le Gall, D". Véronique Laurent, Nathalie Carmoy-
Jézequel, D". Pauline Resnier, D". Frédérique dArbonneau, Charles-Henri David, ainsi que Tatiana

Lobry. Merci a tous pour votre présence, votre aide et votre soutien.

Je tiens également a remercier particuli¢rement le Docteur Mathieu Berchel pour son aide précieuse
durant ces années de thése. Merci pour ton aide, ton écoute, tes conseils et encouragements qui

m’ont été d’'une aide précieuse.

Je tiens a associer a mes remerciements toute I'équipe « Phosphore et Vectorisation » du Professeur
Paul-Alain Jaffrés pour tous les échanges que nous avons eus au cours de cette thése. Ainsi, je
remercie Paul-Alain Jaffrés, Jean-Pierre Healters, Héléne Couthon-Gourves, Olivier Lozach, Stéphanie
Le Corre, Wilfried Berthe, Sylvie Hernot, Damien Afonso et Mélissa Roger.

Je remercie également nos collaborateurs chimistes de Rennes, le Docteur Thierry Benvengnu et le

Docteur Loic Lemiégre.

Je tiens a remercier le Docteur Catherine Grillon et le Docteur Claudine Kieda qui m’ont encadré
durant mon master. Merci pour tous ce que vous m’avez transmis sur le plan humain et scientifique.
Merci pour vos précieux conseils. Catherine merci pour ta présence, ton écoute, ton aide et ton
soutien que japprécie énormément. Jassocie a mes remerciements l'ensemble de [I'équipe
« Reconnaissance Cellulaire et Glycobiologie » et le personnel du centre de Biophysique Moléculaire
d’Orléans. Merci pour tous les moments passés ensembles, ils resteront gravés a jamais dans ma

mémoire.

Je remercie également I'ensemble du personnel de 'U1078 que j'ai pu cétoyer de prés ou de loin. Je
pense tout d’abord a Cécille Voisset pour son aide, ses conseils et les discussions riches et

sympathiques qu’'on a eus. Je pense également & Sophie Podeur avec qui j'ai eu de nombreux


http://www.umr6521.cnrs.fr/membres-du-laboratoire/name/olivier-lozach/
http://www.umr6521.cnrs.fr/membres-du-laboratoire/name/wilfried-berthe/
http://www.umr6521.cnrs.fr/membres-du-laboratoire/name/sylvie-hernot/
http://www.umr6521.cnrs.fr/membres-du-laboratoire/name/afonso-damien/
http://www.umr6521.cnrs.fr/membres-du-laboratoire/name/melissa-roger-2/

échanges sympathiques. Je remercie également I'ensemble de I'équipe du D". Laurent Corcos et du D".
Pascal trouvé pour leur sympathie. Je remercie chaleureusement Flaria El Khoury, Angélique Mottais,

Marie-Laure Calvez, Florentin Huguet, Paul Buscaglia, Nathalie Benz.

Je remercie le personnel de I'animalerie particulierement Marie — Frangoise et Manu pour tous les

échanges sympathiques que nous avons eus.

Je remercie particuli¢trement mes meilleures copines de I'enfance Athénia et Siham qui ont cru en

moi et en mes capacités.

Merci a toi Flaria pour tous les moments partagés ensembles, depuis Orléans jusqu’a Brest. Qui sait

peut étre qu'on trouvera un post-doc dans la méme ville, comme pour la thése.

Je tiens a remercier du plus profond de mon cceur toute ma famille. Tout d’abord mes trés chers
parents, merci pour votre soutien sans faille, pour votre aide, presence et conseils qui mont ete
d’une aide précieuse. Merci d’avoir cru en moi, sans vous je ne serai pas la ou je suis aujourd’hui.
Merci pour votre confiance et votre amour, je ne vous remercierai jamais assez pour tout ce que
vous avez et vous continuez a faire pour moi. Vous me manquez beaucoup. Tout simplement un

grand Merci. Vous étes tout ce que j'ai de plus précieux au monde, ce travail vous est dédié.

Je tiens & associer a mes remerciements mes trés chers fréres et sceurs ainsi que mes beaux-fréres et
belles-sceurs. Merci pour votre confiance en moi et pour vos encouragements. Votre soutien et votre
présence sont trés importants pour moi. Merci pour toute la tribune que vous nous avez donné, mes
adorables neveux Belkacem, Zizou, Sofiane, Rayane, Cylia, Athéna et Melissa. Votre existence me

comble de bonheur, et vos bétises aussi.
A ma tante qui nous a quittés beaucoup trop tot ...

Et puis toi Boudjema, tu as su m’accompagner et t'adapter & mon rythme de vie de doctorante, Merci



Table des matiéres

1 Introduction SENErale ........ceeuceiieeeiiiiiieccirerreerrreseerere e s e e nas e e s enas e s eenasseseennsssseenasssseennnanrenan 1
Chapitre | : La MUCOVISCIAOSE .........cc.uviiiiiiiiiiciiie ettt ree e bee e s e e e s bee e e s sabee e e snabebeeesennees 6
1 Généralités sur la MUCOVISCIAOSE ......eeruuiiiiiiiiiieriee ettt ettt st e s b e e eanes 6
D W =T I 1 o I RSP SP 7
3 LeS Classes de MULATIONS .....eeuiiiiiiieiieite ettt sttt ettt sb e e nneennee s 8
O - o o < o T O o 2 SO 11
4.1 Structure de 12 Protéing CFTR ......uiiiiiiiiee ettt et e e e etr e e e s are e e e ebaeeeeenbaeeesanes 11
4.1.1 Les domaines IMSDS......ciiiuiiiiiieiiieeiie ettt ettt ettt s esbe e s eneeesaree s 11
4.1.2 Les domaines NBDIS......cooiiiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt ettt e e sabe e sbeessneeesaree s 12
4.1.3 Le domaine R ......cocoiiiiiiiiiiiiieecee ettt et 12

4.2 Expression de 12 Protéing CFTR .....cuuiii ettt et et e e e e ere e e et e e e e abae e e enree e e enneeas 15
4.3 Fonctions de 12 Protéing CFTR......ccciiii ettt e e et ree e e see e e e be e e e enbee e e ennaeeeeenneeas 15

5  Physiopathologie de 1a Maladi@........c.eee i 18
51 AL INTES MO PINATOINES . ceii ittt e et e s et e e e e s s s bre e e e e e e s ssabbaaaeeeessnnssanes 18
5.2 AULIES ATEEINTES e e s e st e s e s e e s nneee s 19
5.2.1 AEINLES INEESTNALES . c..veeteeuieitieiiee ettt ettt sttt sttt be e be e b e eas 19
5.2.2 AEINLES PANCTEALIGUES . c...eeueeuterueerieeeteeteeteeeteesreesbeesbeeesaeesaeesatesaeeeabeeteeabeeabeesbeesseenes 20
5.2.3 Atteintes hEPAtODIIAITES ........evueiriirieiie ettt 20
5.2.4 ALEINLES ZENTLALLS ...veeureriiiieiiee ittt ettt ettt e sb e e st e e e beeesabeesbeeesbseesnseesanenes 20

6 DIiagnoStiC €1 EPIStAZE .iiicveie ittt e st e e e e re e e e beare e e eares 20
6.1 (DT ={ g o i [l TP PPP R RPPTPPPTO 20
6.2 (DT o1 = =TSRSS 21
6.2.1 DEPIStage NEONALAL.......ceiuiiieiiiiiiie ettt ettt ettt e sbe e b saee e 21
6.2.2 DEPIStage PréNatal ........coceiiuiiiiiiiiiie ettt s 21

7  Traitements de la mucoviscidose et prise €N Charge .......ccccvveecieiiicciee et 21
7.1 Traitements syMPLOMAtIQUES ......uuie s 22
7.2 Thérapie pharmacologique de [a Protéine.......ccccuveiiiciiieicciiee e 23
7.2.1 Correction des mutations de classe L ........coovuviiiiiriiiiieie e 23
7.2.2 Correction des mutations de classe Il........oovueeiieeiiiiiiiienie e 24
7.2.3 Correction des mutations de classe I €t IV ......ccoeiiieiiiiiiiiiiieeeeee e, 25

7.3 LT o 1T =0 a1 o [N SRR 30

I KB ¢ =Y o Tl o] o1 1 o 11 IR TSP 31
8.1 Anatomie et fonctions du syste€me respiratoire........ccccveeeecciieeecciiee e 31

8.2 Composition de I’épithélium respiratoire .........cceeeecieeeeciiie e e 33



8.3 Les cellules cibles de [a thérapie GENIQUE ......cc.ueveeciiiee et 38

Chapitre Il : La thérapie SENIQUE .............c.oiiiiieee e e et e e vr e e e s e tre e e sentaeeesnanes 40
1  Principe de 1a thérapie SENIGUE.........oiiciiii ittt e e e e e sara e e e e arae e e e aaeaeeas 40
2 Stratégies et approches de la thérapie ENIQUE......cuuiiiiiiii i 41
2.1 APPIOCNE BX VIVO ...ttt ettt ettt s sttt e sttt e e st e e e s s ba e e s ssbeeessnsaeeesansaeseeesnnsanens 41
2.2 FAN o] o] fo ol a TN 4 RV 1Yo 42

I - 11 g To] Lo Y= 1Yol o L= L3 USSP 44
4 Moyens de transfert & SENES .......eciiiiiii it e e et e e et e e e ba e e e eearaeeeeanes 46
4.1 LES @PPIrOChES VIFalES..ciiieiiii ittt et e s e s e e e st e e e s sbee e e e areeas 47
4.1.1 LLES A0ENOVITUS ....eiiiiieiieeeiet ettt sttt et s bt e et e st esbt e e bt e e sabeesbeeesabeesareesnebeenaseas 47
4.1.2 LeS Ad€NOVIIUS ASSOCIES.cccuuviirrirriiieiiieenteeeiiteeste e st e sieeeesbeesbeeesateesabeeesbbeesaseesnseesneeas 48
4.1.3 T (8 (01741 b TS 51
414 | T 1S 116 A 1 LSS 52
4.1.5 (1)1 o1 18 53 103 o PSR 53

4.2 Les apProChes NON VIrAlES ....ccuuiiiiiiiiie ettt e e e e e e s e e e sbae e s e saneeas 54
4.2.1 APPIOChES PRYSIQUES ....eeuveeneireirieiriie ettt et s resne e r e e nns 54
422 APProches ChIMIQUES .......ceveiiiiiiiiiiiie e e 58

5 Importance de la séquence d’acide NUCIEIQUE...........eeeieeiiiiicciiee e 79
Chapitre Il : BiodistribUtioN .................coociiiii e et 80
1 GBNAIAlIEAS ..ttt et ettt b e bt e bt e bt e satesae e et e et e enteeteen 80
2 SYSTEME CIMCUIATOINE cuveii it ee e e st e e e st te e e s sabee e e e abaeeeeeenbeeeesnnens 80
2.1 Structure des Parois VasCUIGINES .......cccuuieiiciiie ittt e e estre e s ssara e e e ssrae e e ssraeeesnes 81
2.2 =Y Vo V= T 82

3 V0ies d’adminiSTration ........ooui oot s 84
3.1 LYo T =R A (=T 0 o 1o [V 84
3.2 Voie 10CalE PUIMONGIIE. .....iiiiiiie et e et e s e e e e s bae e e e abaee e eeareeaeas 85

4 Barrieres intra et eXtracellulaires ..........ooeeieiriiiiieniieeeeeeee e 85
4.1 Barrieres extracellulaires selon le mode d’administration ..........cccceceeveeieenecnenicniennene 86
4.1.1 VOIE SYSIEMIGUE ...cuveetieeeetientieniteete et et e bt e bt e sbeesbeesbeesatesaeeeateeabeebeesbeesbeeabeesseesaneenas 86
4.1.2 V0I€ PUIMONAITE ...cnveiiieiietieite ettt sttt st et e et e et e e sbe e beesbeesaeesaneenas 89

4.2 Barrieres iNtracellUl@irs ........ooue ittt st st e 95
4.2.1 L’endocytose des COMPIEXES ....ccevuiierreeriiiriiiiiiiieenieesteesireesieeesireesibeesbeeseeeesaseessees 97
422 L’échappement endoSOMAL..........cevcvivieiiriiiiieiiieenieeseeseeseesseeseeseeseeseesseesseesaesneens 101
423 Routage intracellulaire et Import nUCIEAIre ..........ceecvirviriiiiiiieieeeeeeee e 104

424 L’expression du tranSZENE .......ccvervirrereeerrereesenreseesee st seesre e s e ssee e st siee e sreseesresreeneens 107



ATVl o] o] [ToT ={ =Y o] a1 [ U TSRS 108

Chapitre IV : Partie EXpPErimentale..............coooiiiiiiiii ittt et e e are e e s nrae e e eanes 131
1  Formulation des lipides CatioNIQUES........uiiiiiiuiieeiciee ettt e e e e nre e e e eaneeas 131
P o 1 o 41 To [T T P SOPSTPR P ROTOUPT PP 133
I 0o 140 o] L= e AT o I e 7Y B 1 PRSP 134
4 Evaluation sur modeles CellUIAINeS ..........cciiueveviieiuerereiieee ettt ettt 135
4.1 LIGNEES CRIIUIAINES. .. .veiei ettt et e e e e et e e e e ata e e e e btee e e eabeeaeeeennees 135
4.2 Préparation des COMPIEXES ......uveiiiiiiie ettt ettt e e e stre e e s sate e e e ebaeeeeebaeeesannees 135
4.3 Transfection COIIUIAINE ....oouui it saeee e 135
4.4 Révélation de I'expression du traNSZENE .......ccueeeiiciiiei it eree e e e sree e e 136
4.4.1 LYSE CEIIULAIIE ..ot s e e e 136
442 Dosage de 1’activité TUCITEIASE. ......ccuireieiieieeieesie ettt 136
443 Dosage des protéines tOtaleS. .......cueeuirieriiiriieriieesieeieesiee ettt sttt 137

4.5 EValuation de 12 CYEOLOXICITE .......cvcveeieiieeeeeiieeceeece ettt ettt ettt 137

5 TransSfECHION iN VIVO ..co..eeieiiiiiieeeee ettt sttt et et e b e ae e 138
5.1 Préparation des COMPIEXES .....uviiiiiiiie ettt e e e e e s ste e e s s bee e e sebaeeesneees 138
5.2 AdMiNistration SYSTEMIQUE ...uviii i e e e sbee e e s rbe e e e raee s 139
5.3 Suivi des complexes in vivo par bioflUOreSCENCE ......cccuviieiciiieiciee e 139
5.4 Quantification de I'expression du transgéne par bioluminescence.......cccoceeeeciveeeecieeeens 139
5.5 Biofluorescence sur organes iSOIES ........ceieieiie e et 140
5.6 Analyse de I'atteinte hEPatiqUE .......eev i e 140
CRAPITIE V i RESUITALS .....oeeeiiiiiiieeeee et e e e e e et b re e e e e e ee e aabaeeeesaeeeeeeennnssrees 142

1 Evaluation de nouveaux lipophosphoramidates fluorescents pour le transfert de génes et
études de biodistribution in vivo aprés administration systémique...................ccccceeieiiiieeicieeeen, 142

2  Evaluation de nouveaux lipophosphoramidates comportant chaines lipidiques différentes
POUr 1@ transfert d@ B NES .........coooviiii i e e e et e e e te e e e et bae e e aees 168

3 Evaluation de lipophosphates cationiques, une nouvelle famille de lipides cationiques pour le
BrANSTEIT @ BRNES........oeiieeeeeie ettt e ettt e e et a e e e e abe e e e e tbeeeessaeea e sassaeeeesraeeeannreeann 181

Discussion — Conclusions et PEerspeCtiVes .............cceeiiiiiieiiiiiiie e e e e ee e e 193

Références bibiographiqUes.............coooiiiii i e ae e 200



Liste des abréviations

ABC : ATP Binding Cassette

ABPA : Allergic Broncho Pulmonary Aspergillosis

aGM1 : Asialoganglioside 1

AON : Antisense OligoNucleotide

apo E : apolipoprotéine E

BGTC : Bis (guanidinium)-tren-cholestérol

BMDMSC : Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cell

BPCO : Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive

BSYV : Brest Synthetic Vector

CaCC : Ca2+ activated Cl- Chanel

cAMP : Adénine monophosphate cyclique

CAP : Channel- Activating Protease

CAR : Coxsackie and Adenovirus Receptor

CF : Cystic Fibrosis

CFBE : Cystic Fibrosis Bronchial Epithelial cells

CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator

CHMP : Comité des médicaments a usage humain

CHO : Chinese Hamster Ovary

CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité

CMYV : Cytomégalovirus

COS-7 : Cercopithecus aethiops, origin-defective SV-40

CR : Rapport de charge (Charge Ratio)

CRISPR/Cas9 : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9 nucleases
CTLs : Cytotoxic lymphocytes T

DC-Chol : [3-B-N-N', N' diméthylaminoéthane)-carbamoyl]-cholestérol

DDP : Différence de potentiel transépithéliale

DMAAPS : N,N-dimethyl(acrylamidopropyl) ammonium propane sulfonate
BMB : Dystrophie Musculaire de Becker

DMD : Dystrophie Musculaire de Duchenne

DMRIE : N-(2-hydroxyethyl)-N,N-dimethyl-2,3-bis(tetradecyloxy- 1 propanaminiumbromide)
DOGS : Dioctadecylamine-Glycine-Spermine

DOPC : Dioléoyl phosphatidyl choline

DOPE : Dioleoyl phosphatidyléthanolamine

DORIE : 1,2-dioleyloxypropyl-3- dimethylhydroxyethylammonium bromide
DOSPA : 2,3-dioleyloxy-N-[2-(spermine-carboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-
propanammonium trifluoroacetate

DOTAP : méthylsulfate de N-[1-(2,3 dioleoyloxy) propyl]-(N, N, N triméthyl ammonium)
DOTMA : Chlorure de N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-Triméthyl ammonium
DTS : DNA Nuclear Targeting sequences

EGF : Facteur de Croissance Epidermique

EGTA : Ethylene Glycol Tetraacetic Acid

ENaC : Epithelial Na+ Channel

EPR : Epithélium Pigmentaire Rétinien



FDA: Food and Drug Administration

FEV1 : Forced Expiratory Volume in 1 second
FIP-1 : Fourteen.7K Interacting Protein 1

FVC : Forced Vital Capacity

GL62 : N1-spermine cholesterylcarbamate
GL67 : N4-spermine cholesterylcarbamate

HA: Hémagglutinine du virus influenza

16HBE : Human bronchial Epithelial Cells
hCEFI : human Cellular Elongation Factor I
HDL : High Density Lipoprotein

H; : Phase Hexagonale normale

HHC : Phase Hexagonale inverse

His : Histidine

HIV : Human Immunodeficiency Virus

HLYV : Hydrodynamic Injection saphenous Vein
HSPG: Heparan Sulfate Proteo Glycan

HSV/tk : Herpes Simplex Virus / thymidine kinase
IP5 : Inositol Triphosphate

ITR : Inverted Terminal Repeat Sequences

IV : Injection intraveineuse

KLN47 : Karine Le Ny

LDL : Low Density Lipoprotein

LPD : Lysophosphatidylcholine

IPEI : Polyéthyleneimine linéaire

LTR : Long Terminal Repeat Sequences
MARCO : Macrophage Receptor with Collagenous Structure
MCF7 : Michigan Cancer Foundation — 7
Mo-MLYV: Moloney Virus - Murine Leukemia Virus
MPS : Mononuclear Phagocyte system

MSC : Mesenchymal Stem Cells

MSD : Membrane Spanning Domain

NBD : Nucleotide Binding Domain

NDP : Nasal Potential Difference

NLS: Nuclear Localization Signal

NPC : Nuclear Pore Complex

ODN : Oligonucléotides

ORCC : Outwardly Rectifying Chloride Channel
4PBA : Sodium 4 -phenylbutarate

PC3 : Human prostate cancer

PEG: Polyéthylene glycol

PEI : Polyéthyleneimine

PG : Polyglycérol

v-PGA : acide y polyglutamique

PIP; : Phosphatidyl inositol diphosphate

PKA : Protéine Kinase A



PKC : Protéine kinase C

PLL : Poly-L-lysine

PM : Poids Moléculaire

PTC124 : Premature Termination Codon

rAAYV : recombinant Adeno-Associated Virus

rAd : adénovirus recombinant

RD : Regulatory Domain

RGD : Arginine-Glycine-Acide Aspartique

ROMK : Renal Outer Medullary Potassium Channel
SAINT : Synthetic Amphiphile INTeraction

SCNT : Somatic Cell Nuclear Transfer

sgk1 : serum-glucocorticoid-kinase 1

SIV : Simian Immunodeficiency Virus

SPIONS : nanoparticules supramagnétiques d’oxyde de fer
SV40 : Simien Virus 40

TALEN:S : Transcription Activator-Like Effector Nuclease
TIR : Trypsine ImmunoRéactive

TK : Thymidine Kinase

TLR : Toll Like Receptor

TM : Transmembrane helix

VSVG : vesicular stomatitis virus G

WT : Wild-type

ZFNs : Zinc-Finger Nucleases



Introduction Générale

1 Introduction générale

L’ADN est le support de I’information génétique. Sa structure chimique en double hélice
a été mise en évidence par Francis Crick, Jim Watson et Maurice Wilkins, il y a un demi-
siecle [1]. Cette découverte révolutionna la Science et marqua la naissance d’une nouvelle
discipline; la biologie moléculaire. Cette derniere a connu d’énormes progres a partir des
années 1970, notamment par la découverte des enzymes de restriction, des techniques de
clonage, et d’amplification moléculaire conduisant ainsi au séquengage du génome humain
[2]. De nouvelles pistes thérapeutiques ont ainsi émergées avec, parmi elles la thérapie
génique apparue dans les années 70 [3].

La thérapie génique consiste a utiliser des séquences d’acides nucléiques a des fins
thérapeutiques. Le principe consiste selon la pathologie visée, a délivrer aux cellules un gene
fonctionnel pour remplacer celui muté ou dysfonctionnel a I’origine de la maladie, soit un
géne capable de réguler ou d’inhiber I’expression des génes altérés [4]. A la différence d’un
médicament qui agit sur l'activité des protéines et sur les fonctions cellulaires, la thérapie
génique cherche a intervenir plus en amont, a la source méme du dysfonctionnement.
Initialement elle a été décrite pour les maladies monogéniques dont le gene responsable avait
été identifié, telles que la mucoviscidose, les déficits immunitaires séveres,...etc, puis ses
applications ont été étendues a un plus large éventail de pathologies comme les cancers, les
maladies neurodégénératives, le diabete, ...etc. Les champs d’application de la thérapie
génique sont aujourd’hui nombreux et se distinguent principalement sous deux formes selon
le type de cellules a corriger. D’une part, la thérapie génique somatique qui consiste en un
transfert de génes dans les cellules somatiques du patient afin de corriger une anomalie, sans
que la correction ne soit transmise a la descendance. D’autre part, la thérapie génique
germinale qui consiste en la modification du patrimoine génétique des cellules sexuelles, dont
la correction est transmissible aux futures générations. Cette deuxieme forme d’approches est
totalement interdite chez I’Homme en raison des considérations notamment éthiques.

La délivrance des genes médicaments dans les cellules nécessite un systeéme de transfert
sir et efficace, appelé « vecteur ». Ce dernier doit étre capable de compacter I’ADN, de
masquer sa charge et de le protéger des dégradations par les nucléases qu’il peut subir dans
les milieux biologiques. En effet, le succes du transfert de genes est largement dépendant du
comportement du vecteur au cours de son trajet, du site de 1’injection jusqu’au noyau. C’est
pourquoi le vecteur idéale doit avoir un certain nombre de caractéristiques, qui sont

principalement, (i) une bonne efficacité de transfection avec le moins d’effets secondaires




Introduction Générale

possible, c'est-a-dire étre capable d’induire une expression du gene d’intérét a un niveau
suffisant pour avoir un effet thérapeutique clinique ou bien de bloquer la traduction des
protéines spécifiques a 1’origine du dysfonctionnement pathologique, (ii) en plus étre
spécifique du tissu cible et non immunogene [5,6]. Les méthodes de thérapie génique sont
essentiellement classées en deux catégories : la délivrance par les virus recombinants, et par
les approches chimiques et physiques qualifiées de « non virales ». En fonction du type de la
maladie, la thérapie génique utilise divers outils pour la délivrance de genes, principalement
les virus, les vecteurs synthétiques, les oligonucléotides, les siRNA, I’ADN nu, les
ribozymes,...etc [4]. Les vecteurs viraux sont les plus utilisés en raison de leur capacité
naturelle a reprogrammer leur hote par transfert de genes. En effet, les virus sont des vecteurs
naturels, ayant pour caractéristique essentielle I’accés au noyau des cellules hotes pour y
transférer leur matériel génétique et d’utiliser la machinerie cellulaire pour se répliquer et se
disséminer dans 1’organisme. De nombreux virus modifiés (renferment un génome
recombinant porteur du gene thérapeutique) sont couramment utilisés dans la majorité des
essais cliniques en raison de leur efficacité de transfection tres élevée par rapport aux vecteurs
non viraux [7,8]. Ainsi les virus recombinants restent la référence a ce jour. Les plus utilisés
sont principalement les rétrovirus, lentivirus, adénovirus, virus associés aux adénovirus
(AAV) et le virus de I’herpes, qui sont modifiés de fagon a éviter qu’ils ne se multiplient au
sein des cellules infectées. La modification des virus consiste a amputer les séquences virales
qui codent pour les protéines essentielles au cycle infectieux pathogene. Seules les séquences
permettant la construction de la particule virale et d’assurer le cycle d’infection sont
conservées. Le génome du virus est enfin remplacé par celui du gene thérapeutique d’intérét.
Mais les nombreux problémes posés par I’emploi de virus recombinants (colit de production,
immunogénicité,...) ont poussé les chercheurs a développer d’autres systemes de délivrance
de genes capables d’assurer les mémes fonctions que les virus, mais sans leurs inconvénients.
Ainsi d’autres approches ont émergées essentiellement les méthodes physiques
(I’¢lectroporation, la magnétofection,...) et chimiques (les lipides et polymeéres cationiques,
les peptides,...). Etant donné que les méthodes physiques de transfert de génes sont peu
efficaces et difficilement applicables aux organes profonds, les recherches se sont concentrées
sur le développement des vecteurs synthétiques. Ces derniers sont donc des molécules
synthétiques d’inspiration naturelles, essentiellement des lipides cationiques, des polymeres
cationiques et des peptides, capables d’interagir par effet électrostatique avec les phosphates
anioniques de I’ADN, et de le compacter pour engendrer des particules appelées

respectivement lipoplexes ou polyplexes. Les évaluations précliniques montrent que les
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vecteurs synthétiques ont une efficacité limitée, mais suscitent un intérét lié principalement a
leur innocuité, par rapport aux virus recombinants [8].

De nombreuses barrieres s’opposent a la délivrance et a I’expression d’un geéne d’intérét a
un endroit voulu de 1’organisme, citons: les interactions avec les composants du sang telles
que les protéines sériques (ex. albumine,...), les risques d’opsonisation par les cellules du
systtme immunitaire, le mucus des voies respiratoires, les infections bactériennes
opportunistes et 1’inflammation chronique associée. Ce qui peut en effet expliquer la faible
efficacité de transfection des vecteurs synthétiques. La composition, la taille, la forme des
molécules ont un impact important sur la biodistribution et le devenir des médicaments dans
I’organisme [6]. En effet, les particules chargées positivement interagissent avec les protéines
sériques et sont reconnues facilement par les cellules du systeme immunitaire, conduisant a la
déstabilisation et a la clairance rapide des complexes. La dissimulation de la charge de surface
des nanoparticules est donc essentielle lors d’une administration systémique. Ainsi,
I’utilisation du géne comme médicament implique la connaissance et la compréhension des
nombreux processus qui régissent la pharmacologie, la biodistribution, et I’expression du
principe actif dans les cellules (formulation, mode d’administration, cible thérapeutique).
L’¢tude de ces mécanismes est nécessaire pour permettre I’amélioration des systémes de
délivrance de genes et par conséquent, leur efficacité de transfection aussi bien in vitro qu’in
vivo. L’objectif de ces études est de prolonger la biodisponibilité des médicaments dans
I’organisme pour en accroitre leur efficacité, et aussi les capacités de ciblage, tout en
réduisant les effets secondaires (toxicité hépatique et réponse inflammatoire) en fonction de la
voie d’administration. Afin de contourner ces nombreuses barrieres, plusieurs chercheurs se
sont intéressés a la question et plusieurs hypotheses ont été étudiées. La vectorisation a ainsi
considérablement évolué au cours des dernieres années. Ainsi, les acides nucléiques qui
d’abord étaient utilisés seuls ont été incorporés dans différents systemes tels que les virus
recombinants, les vecteurs synthétiques dans le but d’améliorer leur efficacité de transfection.
Par la suite, une variété de composés avec des caractéristiques physicochimiques et
biologiques différentes tels que le polyéthylene glycol (PEG) (furtivité) [9,10], les motifs
imidazoles [6,11,12], DOPE (Dioleoyl Phosphatidyléthanolamine) (fusogénicité) [12,13] ont
été ajoutés aux formulations pour apporter de nouvelles propriétés, comme par exemple
augmenter la furtivité, protéger I’ADN contre les attaques du systéme immunitaire, favoriser
I’échappement endosomal pour un but final qui est I’amélioration de 1’efficacité¢ de
transfection et la limitation des effets indésirables. Des ligands peuvent étre aussi ajoutés afin

d’augmenter le ciblage cellulaire [6]. Pour favoriser 1’entrée dans le noyau, des séquences
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spécifiques d’ADN reconnues par certains facteurs de transcription, comme NFkB ont été
insérées dans les plasmides [14,15]. Egalement, la présence de la séquence codante pour le
peptide P79-98 de la protéine E3-14.7K de l’adénovirus humain dans la construction
plasmidique, facilite D’interaction entre les microtubules et ’ADNp dans les lignées
cellulaires, et ainsi améliore considérablement les propriétés transfectantes des polyplexes
[16]. E3-14.7K est une protéine précoce d'adénovirus humains qui interagit via la protéine
FIP-1 (Fourteen.7K Interacting Protein 1) avec les composants a chaine 1égere de la protéine
motrice dynéine humaine des microtubules [16]. D’autres stratégies ont été développées [6],
et seront détaillées dans le manuscrit.

Au cours de mes travaux de thése, j’ai travaillé sous la direction du Pr. Tristan
MONTIER sur I’utilisation de lipides cationiques développés par 1’équipe du Pr. Paul-Alain
Jaffrés de ’'UMR CNRS 6521 de Brest, dans le but de développer et de mettre au point de
nouvelles molécules synthétiques pour le transfert de genes dans le cadre de la thérapie
génique de la mucoviscidose. Mes travaux de theése ont donc porté sur 1’étude de la
biodistribution in vivo de lipophosphoramidates fluorescents apres administration systémique.
L’objectif de I’étude est I’optimisation structurale des composés afin de mieux contourner les
barrieres biologiques auxquelles sont confrontés les vecteurs synthétiques selon la voie
d’administration. J’ai également particip¢é a I’évaluation de 1’efficacité de transfection d’autres
composés synthétiques, principalement sur modeles cellulaires. Les détails et objectifs de ces
travaux seront décrits dans le chapitre V : Résultats.

Ainsi, apres une courte introduction du projet, nous parlerons en détail de la pathologie
de mucoviscidose, en développant davantage la physiopathologie de la maladie, les
mécanismes impliqués, les méthodes de diagnostic et les traitements qui existent a 1’heure
actuelle. Par la suite, nous aborderons la thérapie génique et ses différentes applications, en
s’intéressant davantage aux vecteurs synthétiques. Un chapitre également est consacré a la
biodistribution et aux barrieres biologiques qui s’opposent au transfert de genes selon les
voies d’administration. Dans la partie expérimentale, nous parlerons d’abord de I’utilisation
de sondes fluorescentes lipidiques pour marquer et suivre les lipophosphoramidates lors des
études de biodistribution in vivo. Ensuite, nous aborderons 1’insertion soit de deux chaines
grasses différentes dans un méme composé pour former des lipides cationiques asymétriques,
soit deux chaines lipidiques identiques pour former des composés symétriques [17]. Le but est
d’étudier I’impact de la partie grasse sur les caractéristiques physicochimiques et sur les
propriétés transfectantes des lipides cationiques. L’efficacité de transfection de composés

originaux caractérisés par un espaceur de type aryle a ét€¢ évaluée [18]. Différentes tétes
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cationiques portant soit une charge cationique, soit deux charges cationiques ont été utilisées
et I’efficacité de transfection des différentes molécules produites a été évaluée sur modeles

cellulaires [18]. (Les résultats obtenus sont détaillés dans le chapitre V : Résultats).
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Chapitre I : La mucoviscidose
1 Généralités sur la mucoviscidose

La mucoviscidose, appelée Cystic Fibrosis (CF) en anglais est une maladie monogénique,
autosomique et récessive. C’est la plus répandue des maladies monogéniques héréditaires
dans les populations caucasiennes européennes et nord — américaines [19]. Actuellement,
cette maladie cause principalement des atteintes respiratoires. Si I’espérance de vie des
malades a été largement améliorée (25 a 30 ans en moyenne) [20], par une meilleure prise en
charge et des traitements symptomatiques mieux adaptés, la mucoviscidose reste cependant
une maladie mortelle pour laquelle aucun traitement curatif n’est actuellement disponible,
hormis la greffe cceur-poumons qui n’est pas sans risque a court et 3 moyen termes.

En France, son incidence est estimée a 1 naissance tous les 3 jours, et environ 2 millions
de personnes sont porteuses saines du gene responsable de la maladie [21,22]. En 2012, les
centres participants au registre francais de la mucoviscidose ont recensé€s environ 7000
patients atteints de la pathologie, avec une couverture de la population des patients estimée a
90% environ [21]. La répartition géographique des patients montre une disparité entre les
régions et département. En Bretagne, 1 nouveau — né sur 2000 environ est atteint [23].

La mucoviscidose a été décrite initialement dans les années 1936 par le pédiatre suisse
Guido Fanconi [24]. La premiere description complete de la mucoviscidose a été fournie par
Dorothy Hansine Anderson en 1938, qui a introduit le terme de « Fibrose kystique du
pancréas » en raison de la fréquence des atteintes pancréatiques associées [25]. Par la suite, la
mise en évidence du mucus visqueux obstruant les voies respiratoires et intestinales a
finalement amené a rebaptiser ce syndrome en France sous le nom de « mucoviscidose »
[26]. Le caractere héréditaire et le mode de transmission récessif de la pathologie furent
suggérés en 1945, par Dorothy Hansine Anderson et Hodges [27]. En 1953, Paul di
Sant’Agnese a mis en évidence une perte excessive de sel dans la sueur des enfants atteints de
mucoviscidose due a des anomalies électrolytiques [28], une observation clinique qui a mené
peu de temps apres, a la mise au point d’un test de diagnostic spécifique de la maladie dit
«test de la sueur », encore aujourd’hui treés utilisé [29-31]. Le principe du test repose sur la
mesure de la quantité de sel dans la sueur. La concentration normale est < 30 mmol/L. Au-
dela de 60 mmol/L le diagnostic de la mucoviscidose est confirmé. Dans les années 80, des
anomalies de transport des ions chlorures (Cl') furent mises en évidence au niveau des glandes
sudoripares par Paul Quinton [32], et de I’épithélium respiratoire par Michael Knowles et

Richard Boucher [33-36].
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La mucoviscidose est le résultat des mutations survenant au niveau du géne CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), identifié puis cloné en 1989 par les
équipes de Francis Collins, Jack Riordan et Lap-Chee Tsui [25,37—41]. La découverte du
geéne en cause a permis d’envisager le traitement de cette maladie par thérapie génique. Elle
consisterait donc dans ce contexte a transférer une version normale du gene CFTR dans les

cellules atteintes afin de permettre la synthése d’une protéine CFTR fonctionnelle.
2 Legene CFTR

Le gene CFTR responsable de la mucoviscidose est situé sur le bras long du chromosome
7 (7q31.2) (Figure 1A), a une taille de 230 kb et comporte 27 exons (Figure 1B) [25,37—
39,42,43]. 1l est transcrit en ARNm de 6,1Kb, dont la partie codante est de 4,4Kb. Le
promoteur CFTR a été caractéris€ comme un promoteur de type "gene de ménage" ou
"housekeeping", et ne semble pas contenir les €léments régulateurs nécessaires a une
expression cellule ou tissu spécifique [42,44,45]. Dépourvu de boite « TATA », il contient
une région riche en CG (65%) entre les positions 132 et 724 pb [42]. Ceci indique que la
régulation cellulaire de 1'expression variée du gene CFTR est susceptible d'étre une fonction
complexe de plusieurs voies de régulation qui se chevauchent [45]. Il code une protéine CFTR
de 1480 acides aminés, et de poids moléculaire (PM) de 170 kDa [46], dont la fonction
principale est celle d’un canal ionique permettant la sortie des ions Cl™ au niveau des cellules
épithéliales exocrines, et contrdle les fonctions de d’autres canaux ioniques permettant le
transport des cations Na™ et K™ (Figure 5). Ce canal est fortement exprimé dans les cellules
épithéliales sécrétrices de I’intestin gréle, du pancréas, du systeme respiratoire et
reproducteur, des glandes sudoripares et de certains autres sites [47-51], ce qui explique les
canalopathies des tissus épithéliaux.

Plus de 2001 mutations du gene ont déja été décrites a ce jour [52]. La plus répandue est
la mutation F508del (AF508), qui correspond a une délétion d’une phénylalanine en position
508 [22,50,51,53]. Cette mutation se retrouve dans plus de 70% des personnes [22]. D’autres
grandes délétions ont également été identifiées, tels que les délétions simples d’un ou
plusieurs exons [54], ou des délétions complexes impliquant des insertions de séquence
génomique inversée [55]. La majorit¢ des mutations a ’origine de la pathologie sont des
mutations ponctuelles [56]. D’autres mutations de type faux - sens, micro — délétions, micro —
insertions, et non — sens ont également été décrites. Cependant, seules quelques-unes de ces

mutations sont retrouvées chez plus de 1% des patients.
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Figure 1: Représentation schématique de la localisation (A) et de la structure (B) du geéne

CFTR (modifiées d’apres [57,58]).

3 Les classes de mutations

Des mutations dans le gene CFTR entrainent des anomalies structurelles de la protéine et

par voie de conséquence, une perturbation de 1’activité du canal a chlorures et un défaut de

régulation des autres canaux ioniques au niveau des membranes apicales des cellules

épithéliales. Ceci entraine un déréglement de 1’homéostasie ionique du fluide périciliaire, la

formation par déshydratation d’un mucus hypervisqueux qui engendre des obstructions des

voies respiratoires et des occlusions intestinales.

Les principales mutations du géne CFTR peuvent étre regroupées en six classes, selon

leurs conséquences fonctionnelles (Figure 2) [40,58,59].
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Classe I: les mutations de classe I entrainent un défaut de synthese du CFTR. Elle
regroupe les mutations non — sens, les micro — délétions ou micro — insertions produisant un
décalage du cadre de lecture et introduisant ainsi un codon stop prématuré altérant par
conséquence, le processus de synthese de la protéine CFTR. Les principales mutations de
cette classe sont les mutations G542X, R553X et W1282X. Celles-ci entrainent I’apparition
d’un codon stop prématuré, donnant lieu a un ARNm instable qui sera rapidement dégradé. La

conséquence moléculaire de ces mutations est 1’absence totale de la protéine CFTR.

Classe II: cette classe regroupe les mutations altérant les processus de maturation et / ou
du trafic intracellulaire de la protéine CFTR, affectant ainsi 1’adressage de la protéine a la
membrane. Comme nombre de protéines membranaires, la protéine CFTR est glycosylée ;
ainsi sa biosyntheése implique un passage par le réticulum endoplasmique ou s’effectuent son
repliement et le début de la N-glycosylation, puis par ’appareil de Golgi ou se fait la
maturation post-traductionnelle en particulier la glycosylation, avant d’étre finalement
adressée 2 la membrane. Etant mal conformées, les protéines sont reconnues par le systeme
de contrdle de qualité du réticulum endoplasmique et sont donc dégradées peu apres leur
synthese par le protéasome. Elles ne sont donc pas acheminées a la membrane. La mutation
type de cette classe est la AF508, interférant directement avec le repliement et la maturation
de la protéine CFTR et conduisant a une perte de fonction au niveau de la membrane
plasmique [53]. Les essais de modélisation de la structure en 3D ont montré que la
phénylalanine 508 était localisée a la surface du domaine NBD1 (Nucleotide Binding Domain
1). Ceci suggere que la mutation AF508 n’affecte pas le repliement global du domaine NBDI.
Par contre, des effets sur la cinétique du repliement, la stabilité et les caractéristiques
dynamiques du domaine NBD1 ont été observés [60,61]. Des travaux récents ont démontré
que la délétion AF508 au niveau du domaine NBDI conduit a une augmentation des
changements conformationnels et inhibe le processus de dimérisation des domaines NBDs
[62]. Les altérations dues a 1’absence du résidu F508 ainsi qu’aux modifications autour de la
mutation de la surface du NBD1 du CFTR- AF508 conduisent a un défaut d’assemblage des
domaines de la protéine CFTR [62,63].

Classe III: les mutants de classe III sont principalement des mutations faux — sens
siégeant au niveau des sites de liaison a I’ATP, ce qui altere la régulation du canal chlore
CFTR. En effet, les protéines produites sont correctement adressées a la membrane, mais elles
y présentent un défaut de régulation [64]. L’exemple type est le mutant G551D situé dans le

domaine NBDI.
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Classe IV: ces mutations sont essentiellement des faux — sens localisées dans les
domaines transmembranaires impliqués dans la formation du canal ionique. La protéine est
correctement adressée et positionnée a la membrane, mais la conduction (diminution du flux
d’ions) et la sélectivité ionique du canal chlore sont perturbées. Les mutants R117H et

R334W font partis de cette classe.

Classe V: cette classe est caractérisée par un déficit quantitatif de transcrits CFTR. Ce
sont des mutations qui affectent le promoteur du géne CFTR et 1’épissage des transcrits. Ces

mutations sont associées a des phénotypes moins séveres que les précédentes.

Classe VI: cette catégorie comprend les mutations qui sont a 1’origine d’une protéine
CFTR tronquée au niveau du domaine C-terminal. Ceci conduit a une diminution de la
stabilit¢ de la protéine une fois localisée a la membrane [65], mais également a une
hyperabsorption des ions sodium au niveau du canal ENaC (Epithelial Na* Channel) et a une
régulation altérée des canaux ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Channel), et ROMK
(Renal Outer Medullary Potassium Channel), permettant le transport des ions CI” et K*
respectivement [58,66]. La mutation F508del lorsqu’elle est restaurée a la surface cellulaire
(rF508del) se comporte comme un mutant de classe VI en raison de son instabilité intrinseque

[67,68].
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Figure 2: Classes de mutations du gene CFTR et leurs conséquences moléculaires (modifiée
d’apres [69]). Les stratégies et molécules thérapeutiques développées ainsi que leurs statuts

cliniques actuels sont indiqués ici. WT : Wild-type, AON : Antisense OligoNucleotide.

4 La protéine CFTR

La protéine CFTR est une glycoprotéine transmembranaire de 1480 acides aminés, et de
170 kDa environ pour la forme mature. Elle appartient a la famille des protéines ABC (ATP
Binding Cassette) [70], impliquées dans le transport transmembranaire ATP-dépendant de

diverses molécules telles que les ions, les peptides, les acides aminés et le cholestérol [71,72].

4.1 Structure de la protéine CFTR
La protéine CFTR comporte 5 domaines (Figure 3); deux domaines NBD (Nucleotide
Binding Domain), deux domaines MSD (Membrane Spanning Domain) et un domaine

régulateur R [46].

4.1.1 Les domaines MSDs
L’assemblage des domaines MSDs formés chacun de six hélices transmembranaires
(nommées TM1 a TM12) forme un canal ionique chlore dont 1’activité est régulée par les

domaines intracellulaires de CFTR (domaines de liaison a ’ATP, domaine régulateur et
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extrémités N et C — terminales). Les hélices transmembranaires du second MSD (TM6 et
TM12) jouent un rdle majeur dans la formation du canal ionique. En effet, selon diverses
¢tudes expérimentales I’hélice TM6 est impliquée dans les propriétés de conductance du canal
CFTR [73-78]. De fagon moins marquée, 1’hélice TM12 est également impliquée [79]. Ces
observations suggerent que les deux hélices transmembranaires 6 et 12 de structure
équivalente contribuent de maniere asymétrique a la régulation des propriétés du canal CFTR

[79].

4.1.2 Les domaines NBDs

Les domaines NBD1 et NBD2 forment un hétérodimere téte — béche, a I’interface duquel
se trouvent les sites de liaison de I’ATP dits Walker A et Walker B [80,81]. Ces domaines
régulent I’activité du canal CFTR, et c’est essentiellement I’hydrolyse de I’ATP au niveau du

site NBD2 qui dirige les mécanismes d’ouverture et fermeture du canal [82].

4.1.3 Le domaine R

Le domaine R de structure intrinsequement désordonnée [83,84], régule 1’activité du
canal CFTR par I’intermédiaire d’interactions établies avec les autres domaines de la protéine
[85,86]. La phosphorylation du domaine R est déterminante pour la dimérisation des
domaines NBDs et ainsi pour I’ouverture du canal [37,87,88]. Il a été suggéré que 1’absence
de phosphorylation du domaine R ait pour conséquence une activité inhibitrice vis-a-vis du
canal [89]. La phosphorylation du domaine R est essentiellement assurée par la protéine
kinase A (PKA), mais d’autres kinases, comme la PKC interviennent également dans le
processus [83]. Le domaine R comporte deux sous domaines appelés respectivement RD1
(résidus 590-672) et RD2 (résidus 672-831) pour Regulatory Domain. Le sous domaine 1 est
impliqué dans le processus de maturation de la protéine, et dans I’ouverture du canal via des
interactions entre les sites de phosphorylation du domaine R et le domaine NBD1 [90]. Le
sous domaine RD2 quant a lui constitue 1’entité fonctionnelle du domaine R, du fait qu’il
contient la majorité des sites phosphorylables (résidus de sérine) [91]. Le domaine R contient
plusieurs sites de phosphorylation. Cinqg principaux sites de phosphorylation ont été identifiés
(5660, S700, S737, S795 et S813) [92], et la phosphorylation de la plupart de ces sites a un

effet activateur, mais des effets inhibiteurs ont également été observés (S737 et S768) [93].
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Figure 3: Mode¢le simplifiée de la structure de la protéine CFTR (modifiée d’apres [94]).
NBD; Nucleotide Binding Domain, MSD; Membrane Spanning Domain, R; domaine
Régulateur. 4 [’état de repos, les domaines NBDs sont dissociés et n’intéragissent pas avec le
domaine R, le canal CFTR est donc « fermé » (a). Lorsque le domaine régulateur R est
phoshorylé par les protéines kinases intracellulaires AMPc — Dépendantes A et C (PKA et
PKC), l'affinité de liaison d’ATP aux domaines NBDs augmente. La liaison de I’ATP aux
domaines NBDs induit la dimérisation de NBD1 et NBD2. Cela se traduit par un changement

de conformation, conduisant a [’ouverture du canal ionique (b).

Diverses études de modélisation ont ét€ menées au cours des dernieres années, et ont
permis de mieux appréhender la structure complexe de la protéine CFTR, et de comprendre
I’impact des mutations sur le repliement, 1’adressage et le fonctionnement de ce canal. Dans
un premier temps, c’est la structure 3D du domaine NBD1 qui a été identifiée [60,81,95], puis
dans un second temps celle de la protéine entiere [96,97]. Un autre modele atomique du

mécanisme d’ouverture / fermeture appelé « gating » (Figure 4) a ét€ mis au point [98].
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Figure 4 : Représentation structurale de la protéine CFTR sous sa forme ouverte (modifiée
d’apres [96,98]). Le modele de la structure du CFTR a été réalisé par homologie avec la
structure du transporteur bactérien Savl866, dont la structure a été déterminé préalablement
par cristallographie [96]. Sont mis en évidence les sites de liaison des molécules d’ATP
(spheres d’atomes), le domaine régulateur R (en gris) et le résidu F508, situé dans le domaine

NBD1 (en vert).

Les récentes données structurales sur CFTR ouvrent des perspectives intéressantes non
seulement pour I’étude des bases moléculaires des fonctions de cette protéine, mais aussi pour
le criblage et la conception rationnelle de petites molécules pouvant permettre de corriger les
défauts liés aux mutations au niveau du géne CFTR. Des premiers résultats encourageants ont
déja conduit a identifier des modulateurs spécifiques (correcteurs, potentiateurs), ciblant les
différentes interfaces de la structure multidomaine du CFTR [99]. Il est cependant nécessaire,
d’optimiser les méthodologies de recherche, de pouvoir disposer de méthodes expérimentales
permettant de démontrer sans équivoque une interaction directe entre ces modulateurs

spécifiques et la protéine CFTR, et développer ainsi des molécules thérapeutiques efficaces.
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4.2 Expression de la protéine CFTR

La protéine CFTR est majoritairement exprimée au pdle apical de nombreuses cellules
épithéliales, notamment dans les voies respiratoires, les canaux pancréatiques et biliaires, le
systeme digestif, 1’appareil reproducteur et les glandes sudoripares [47-51]. L’étude de
I’expression de I’ARNm CFTR dans les voies aériennes, a révélé une importante
hétérogénéité d’expression de la protéine CFTR dans les cellules bronchiques [100]. Les
cellules ciliées de 1’épithélium de surface sont celles qui expriment le plus la protéine, alors
qu’aucune expression n’est détectée dans les cellules caliciformes [49]. Quant aux glandes
sécrétoires des voies aériennes, la forte expression du CFTR a été mise en évidence au niveau
des cellules glandulaires séreuses et dans les cellules épithéliales bordant le canal collecteur
[49,100,101]. L’expression du géne CFTR laisse supposer que son expression est spécifique
des cellules épithéliales. Cependant, I’analyse du promoteur du géne CFTR suggere qu’il est
un gene de ménage « housekeeping », ce qui impliquerait donc une expression plus étendue a
d’autres types cellulaires. En effet, il a été récemment montré par cytométrie en flux, que les
leucocytes expriment a des niveaux détectables la protéine CFTR [102]. Déja en 1991,
Yoshimura et al. ont souligné la présence de faibles taux de transcrits d’ARNm CFTR dans
les leucocytes humains [45]. Mais ce n’est que récemment que la protéine CFTR a été
détectée dans les neutrophiles [103,104], les lymphocytes [105,106], et les monocytes
[107,108], dans lesquels I’implication du CFTR dans la régulation du potentiel des
membranes a été observée [107]. Les monocytes peuvent se différencier en macrophages, et
des études ont démontré que le CFTR pourrait étre impliqué dans les fonctions des cellules

immunitaires telles que I’inflammation [109] et les activités bactéricides [110,111].

4.3 Fonctions de la protéine CFTR

La protéine CFTR (ABCC7) [112], est la seule protéine de la famille des transporteurs
ABC a posséder une fonction de canal ionique. Elle est essentiellement exprimée au niveau de
la membrane apicale des cellules épithéliales a fonction exocrine, permettant le transport des
ions CI” au niveau des voies respiratoires et digestives. Le CFTR est essentiellement un canal
a ions CI' AMPc — dépendant [46,113], mais qui permet également le passage des ions
halogénures comme le Br °, ', et le F [46,113], de d’autres anions, comme le bicarbonate
[114], du glutathion [115,116], et de ’ATP [117]. Chez les patients atteints de mucoviscidose
des concentrations significativement diminuées de glutathion ont été observées au niveau des
voies respiratoires, ayant pour effet de nombreuses conséquences physiopathologiques bien
identifiées [118]. En effet, compte tenu du rdle essentiel de la glutathion comme un

antioxydant, un mucolytique, et un régulateur de l'inflammation, de la réponse immunitaire et
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de la viabilité des cellules par l'intermédiaire de son état d'oxydo-réduction dans le corps
humain, il est raisonnable de supposer que cette molécule joue un rdle important dans la
mucoviscidose [118]. L’activité du canal CFTR est controlée par la fixation et I’hydrolyse de
I’ATP au niveau des domaines NBDs, ainsi que par la phosphorylation du domaine régulateur
R [83,88,92,112,119-121].

L’existence d’anomalies diverses au niveau des épithéliums des patients CF laisse
supposer que la protéine CFTR pourrait réguler les fonctions de d’autres canaux ioniques
[122], ayant un impact sur les mouvements de 1’eau et participant ainsi a la bonne hydratation
et au maintien de ’homéostasie du fluide périciliaire [66,122,123] (Figure 5). En effet, il a été
observé que le canal CFTR stimule les canaux chlorures rectifiant sortant ORCC [124,125],
en les rendant sensibles au Glibenclamide, un inhibiteur du CFTR [126]. L’activité du canal
sodique ENaC est régulée négativement par la protéine CFTR [127]. 1l limite ainsi
I’absorption des ions Na* par les cellules épithéliales [66,127—-129]. Les canaux potassiques
ROMK sont aussi sous controle du canal CFTR [66,122,130].

La présence d’une protéine CFTR altérée est a I’origine des troubles hydroélectrolytiques
de D’atteinte respiratoire chez les patients mucoviscidosiques [131], incluant entre autre, une
hyperabsorption des ions sodium par les canaux ENaC [127,129], et une baisse de la sécrétion
des ions chlorures, ce qui conduit a la déshydration des sécrétions et a la formation d’un
mucus hypervisqueux a 1’origine des occlusions intestinales et respiratoires [127,131]. Des
travaux récents, ont constaté que la perte de perméabilité apicale au CI” seule est insuffisante
pour expliquer les propriétés bioélectriques des épithéliums mucoviscidosiques, et qu’une
augmentation de la perméabilité apicale au Na® doit étre impliquée, ce qui confirmerait
qu’ENaC est une cible thérapeutique importante pour le traitement de la mucoviscidose [132].
En effet, il a été montré que la protéine sgkl (serum-glucocorticoid-kinase 1) affectant la
dégradation d’ENaC était surexprimée dans les voies respiratoires des patients
mucoviscidosiques [133], ce qui peut expliquer I’hyperabsorption des ions Na® au niveau de
I’épithélium respiratoire. Au niveau cutané, 1’altération du canal CFTR se traduit par une
mauvaise réabsorption des ions Cl au niveau des glandes sudoripares, d’ou une sueur
concentrée en NaCl [28].

Les mécanismes exacts par lesquels le canal CFTR régule I’ensemble des canaux ioniques
ne sont pas encore entierement identifiés. Ainsi, certaines études ont suggéré une interaction
entre les domaines NBD1 et R du CFTR et les sous-unités o du canal ENaC [134]. Mais cette
hypotheése est remise en cause, car selon d’autres travaux, I’inhibition de ’activité ENaC

nécessite les extrémités cytosoliques des unités B et y du canal ENaC [135]. Cependant,
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d’autres études ont démontré que I’effet du CFTR sur I’activité du canal ENaC est due a
I’effet de la conductance de chlorure médiée par le CFTR sur le potentiel membranaire, et non

pas le résultat d’une influence spécifique et directe du CFTR sur ENac [136,137].

Pole apical

o) 1 =
Cr K+ o

Jonctions serrées

N

Po6le basal

4

Figure 5 : Principales fonctions régulatrices de la protéine CFTR (modifiée d’apres [66]).
La protéine CFTR est un canal Chlore (1), elle facilite la sortie de I’ATP (2), elle régule

négativement les canaux ENaC (3), et positivement les canaux ORCC et ROMK (4). Elle
intervient également dans le recyclage des membranes (5), et dans la régulation du pH des

organites intracellulaires (6).

Le CFTR interviendrait dans d’autres processus cellulaires, tels que le recyclage des
membranes (Figure 5) [138,139]. Des ¢études ont démontré que 1’annexine V, un marqueur
courant d’apoptose ayant un role dans la réparation des membranes [140], est directement
impliquée dans la régulation de ’activité du canal CFTR [141]. Il a été par ailleurs suggéré
que la protéine CFTR régulerait aussi le pH des organites intracellulaires et serait donc
nécessaire pour une acidification normale des compartiments intracellulaires et pour la
dégradation des bactéries par les hydrolases acides lysosomales [110,142—144]. En effet, une

mauvaise acidification des organites intracellulaires des cellules épithéliales
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mucoviscidosiques entrainerait une hypersulfatation et une sialylation altérée des protéines et
des lipides impliqués dans I’apparition abondante des récepteurs aGM1 (Asialoganglioside 1)
spécifiques de Pseudomonas aeruginosa [143]. Cela reste cependant une hypothese tres

controversée [144].

5 Physiopathologie de la maladie

La mucoviscidose est une maladie multiviscérale, qui affecte I’ensemble des épithéliums a
fonction exocrine des voies respiratoires, du tractus digestif, des organes génitaux et des
glandes sudoripares. Le tableau clinique est donc trés polymorphe. Les atteintes respiratoires
sont aujourd’hui la principale cause de morbidité et de mortalité, et c’est pour cela qu’elles

constituent la cible privilégiée des nouvelles thérapies (Figure 6).

5.1 Atteintes respiratoires

La protéine CFTR pourrait avoir un role durant le développement [145]. En effet, durant
les deux premiers trimestres de grossesse, la protéine CFTR est tres fortement exprimée dans
les cellules souches du tissu épithélial respiratoire. Cette forte expression pourrait étre sous
controle de facteurs impliqués dans le développement précoce des voies pulmonaires et dans
la différenciation alvéolaire [146,147]. Cette expression diminue au cours du développement
pour devenir plus faible chez 1’adulte. Ainsi, le développement du systeéme respiratoire
pourrait étre altéré en cas d’absence ou d’une présence d’une protéine CFTR défectueuse, ce
qui pourrait expliquer les importantes anomalies pulmonaires structurelles et fonctionnelles
observées chez les nouveau-nés atteints de mucoviscidose avant toute infection
symptomatique [148,149].

Les atteintes respiratoires sont tres précoces. Dans plus de 80% des cas, elles apparaissent
au cours de la premiere année de vie [148,149]. Chez les nouveau-nés et le petit enfant les
symptomes sont marqués par une toux chronique et des infections fréquentes des voies
respiratoires. Chez les enfants plus agés et les adultes atteints de mucoviscidose, d’autres
complications plus séveres s’ajoutent au tableau clinique; inflammation chronique, fibrose du
foie, ...etc. A terme, ceci entrave la fonction pulmonaire, la fonction du pancréas et celle de
d’autres organes en raison des occlusions respiratoires et intestinales causées par le mucus
visqueux. Cet environnement est propice aux infections bactériennes opportunistes. En effet,
I’altération des mécanismes de clairance mucociliaire associée a une diminution des
propriétés antibactériennes du mucus sont des facteurs propices a 1’apparition d’une infection
précoce devenant rapidement chronique avec des phases d’exacerbations entrainant une

réaction inflammatoire chronique [149-151]. Un cercle vicieux de surinfection par des
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bactéries résistantes aux antibiotiques et d’inflammation s’installe, menant progressivement a
une fibrose sévere du tissu pulmonaire, et par conséquent, a une fonction respiratoire
compromise. Les pathogenes initialement retrouvés sont le Staphyloccocus aureus et
Haemophilus influenza. Au cours de la progression de la maladie apparait le pathogene
opportuniste Pseudomonas aeruginosa, retrouvé chez plus de 80% de patients adultes [152].
A un stade plus avancé de la pathologie, les infections bactériennes sont a I’origine de

pneumopathies graves, constituant la principale cause de mortalité chez les patients [153].
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Figure 6 : Principales atteintes de la mucoviscidose (modifiée d’apres [19,154]).

5.2 Autres atteintes
Les patients atteints de mucoviscidose présentent également d’autres manifestations de

type pancréatiques, hépatobiliaires, génitales et autres.

5.2.1 Atteintes intestinales

Chez le nouveau — né, I’occlusion intestinale qui se produit en raison de matieres fécales
gluantes et visqueuses se manifeste par un iléus méconial, est ['un des premiers signes de
cette pathologie. Cette occlusion intestinale a longtemps été la cause principale de mortalité

jusqu’a la mise au point d’un traitement par les lipases.
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5.2.2 Atteintes pancréatiques

Les manifestations pancréatiques représentent ’atteinte digestive majeure. Il s’agit d’une
insuffisance pancréatique exocrine, c'est-a-dire un défaut de production des enzymes du
pancréas (lipases, trypsine,...) due a une obstruction des canaux pancréatiques. Ses enzymes
normalement excrétées dans la lumiere intestinales, vont dégrader le tissu pancréatique et
induire ainsi une fibrose d’ou le nom de fibrose pancréatique (Cystic Fibrosis). Cette
insuffisance pancréatique présente chez plus de 90% des patients est a 1’origine d’une
malabsorption des graisses, des protéines et des vitamines, responsable d’une diarrhée
chronique graisseuse, associée a une anémie, a des troubles carentiels, un défaut de croissance
et un retard pubertaire [59,155]. Un diabete lié a un défaut d’organisation des filots de
Langerhans et donc a une altération de la sécrétion d’insuline [156,157], ainsi qu’une

pancréatite [158], peuvent également survenir.

5.2.3 Atteintes hépatobiliaires
L’atteinte hépatique se manifeste principalement par une hépatomégalie dans environ 20%
des cas. Les lésions hépatobiliaires observées sont liées a 1’obstruction des voies biliaires

hépatiques. Dans certains cas, I’évolution des lésions conduit a une cirrhose du foie.

5.2.4 Atteintes génitales

Chez les hommes atteints de mucoviscidose, une stérilité due a une agénésie bilatérale des
canaux déférents est observée dans 98% des cas. Chez les femmes atteintes, une hypofertilité
liée a ’épaississement de la glaire cervicale a été observée [159]. Néanmoins, la survenue
d’une grossesse n’est plus rare de nos jours.

D’autres atteintes peuvent également étre observées. Citons I’atteinte des voies aériennes
supérieures qui se manifeste par une sinusite chronique, et plus rarement par I’apparition de
polypes nasaux. Egalement, D’altération du transport ionique au niveau des glandes

sudoripares conduit a une concentration anormalement élevée du NaCl dans la sueur.

6 Diagnostic et dépistage
6.1 Diagnostic

Le diagnostic de la mucoviscidose peut étre réalisé a différentes périodes de la vie
[160,161], des la naissance face a un iléus méconial ou a une détresse respiratoire, plus
tardivement dans I’enfance voire a 1’dge adulte, face a des symptomes cliniques variables
spécifiques décrits précédemment. Le diagnostic peut également se faire en période prénatale,
principalement chez les couples apparentés a un enfant atteint, ou chez lesquels on détecte un

signe d’appel a 1I’échographie pendant la grossesse. Ce signe correspond a une occlusion
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intestinale suite a la production excessive de mucus qui peut s’accumuler dans I’intestin
pendant la vie feetale entrainant par conséquent une obstruction abdominale. Celle-ci peut
alors étre détectée a 1’échographie réalisée pendant le suivi de la grossesse. Le prolapsus
rectal chez le nourrisson est également évocateur de la pathologie. Un « test de sueur » encore
tres utilisé de nos jours est donc mis au point, pour doser les ions chlorures dans la sueur [28—
31]. Celui-ci est positif lorsque la concentration d’ions chlorures dans la sueur est > a 60
mmol/L, des analyses génétiques approfondies consistant a rechercher les principales
mutations typiques de la maladie sont effectuées. Si ce génotypage ciblé est négatif,

I’ensemble des exons est alors analysé.

6.2 Dépistage
6.2.1 Dépistage néonatal

Un programme pilote de dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose a été mis en
place en Bretagne [162,163], puis étendu a ’ensemble du territoire francais depuis 2002. Ce
dépistage (test de Guthrie) est réalisé trois jours apres la naissance, par dosage d’une enzyme
pancréatique ; la trypsine immunoréactive (TIR) sur une goutte de sang prélevée au talon des
nouveau — nés sur papier buvard [162—-164]. Les bénéfices apportés par ce dépistage ont
permis une meilleure prise en charge des patients et ainsi une amélioration de la qualité de vie

et une augmentation de 1’espérance de vie des patients.

6.2.2 Dépistage prénatal

Dans le cas d’antécédents familiaux ou de la connaissance de I’hétérozygotie dans le
couple, un diagnostic prénatal peut étre effectué en cas de grossesse. A partir d’une biopsie
des villosités choriales, le génome feetal peut étre analysé de maniere fiable dés la 10°™
semaine d’aménorrhée. Une amniocent®se peut étre pratiquée 2 partir de la 18°™ semaine de
grossesse, si I’analyse du génome n’est pas possible. En cas de découverte d’une obstruction
intestinale ou I’absence d’une vésicule biliaire visible lors d’une échographie, une
amniocentese peut également étre demandée par les médecins. En France, quelques
diagnostics préimplantatoires ont également été réalisés chez des familles ayant déja eu des

enfants atteints.

7 Traitements de la mucoviscidose et prise en charge
Au stade final de cette pathologie, la fonction respiratoire est séverement compromise. 1l y
a quelques décennies, les personnes touchées par la mucoviscidose mouraient des le plus

jeune age. Aujourd’hui, grace aux avancées thérapeutiques et du dépistage, 1’espérance de vie
2
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des patients est largement améliorée et les nouveau-nés souffrant de mucoviscidose auront de

bonnes chances d’atteindre environ 1’age de 50 ans.

7.1 Traitements symptomatiques

A Theure actuelle, la mucoviscidose n’est traitée que de fagon symptomatique 2
I’exception de certaines mutations, visant a pallier les différentes carences. Ce type de
traitement est complexe et contraignant. Chaque jour les personnes atteintes par la
mucoviscidose doivent effectuer et compléter une combinaison des thérapies suivantes :

La prise en charge de Datteinte respiratoire repose essentiellement sur une
kinésithérapie respiratoire quotidienne pour aider a évacuer le mucus épais et visqueux qui
obstrue les voies respiratoires, associée a une antibiothérapie pour lutter contre les
infections. En parallele, des produits comme les mucolytiques et la rhDNase (Pulmozyme®)
sont utilisés par voie d’inhalation afin de diminuer la viscosité du mucus et faciliter ainsi la
kinésithérapie respiratoire. Des anti-inflammatoires ainsi que des bronchodilatateurs sont
également utilis€s. Cependant, a long terme, les anti-inflammatoires entrainent une
immunodéficience, une ostéoporose, une insuffisance surrénalienne et une
hypercholestérolémie, qu’il faut prévenir grace a un régime alimentaire adéquat ainsi que
certaines supplémentations. La transplantation pulmonaire n’est proposée qu’au stade ultime
de la maladie, quand le patient devient dépendant de I’oxygénothérapie.

Le traitement de I’atteinte digestive repose sur I’administration d’enzymes pancréatiques
pour améliorer 1’absorption des nutriments vitaux et la digestion. Des suppléments
multivitaminés (A, D, E et K) et d’oligo-éléments sont également administrés, car un mauvais
état nutritionnel peut entrainer de graves conséquences, tel qu’un retard de croissance staturo-
pondéral et aggraver la fonction respiratoire.

La prise en charge globale du patient comprend 1’éducation thérapeutique du malade et de
son entourage et I’adaptation de son mode de vie (scolarité, projets professionnels et
personnels) en fonction de 1’évolution de sa maladie. Un soutien psychologique est par
ailleurs nécessaire.

De nombreuses voies de recherche dans le domaine des traitements symptomatiques sont
actuellement en cours d’essais cliniques, les plus importantes sont regroupées dans le tableau

ci-dessous (Tableau I).
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Tableau I : Principaux traitements symptomatiques et essais cliniques de la mucoviscidose [165].

Essais cliniques Traitements
Molécules Préclinique Au patient
Kalydeco ™ (Ivacaftor)
Orkambi ™ (Lumacaftor + Ivacaftor)
Ataluren (PTC124)

VX-661 + Ivacaftor
Riociguat
QBW251
No1115
QR-010
Solution saline hypertonique

Fluidifiants Bronchitol
P-1037
Mucolytiques Pulmozyme ®
Ibuprofen
Alpha 1 Anti Trypsine
CTX - 4430
JBT-101
Tobramycine
Azithromycine
Cayston ®
TIP (TOBI Inhaled Powder)
Levofloxacine
Arikace ™
AeroVanc ™
Gallium
AquADEKSs
Pancrelipase
Liprotamase
Burlulipase

Modulateurs du CFTR

Anti - inflammatoires

Anti - infectieux

Suppléments nutritifs

7.2 Thérapie pharmacologique de la protéine

Une des approches thérapeutiques est de corriger I’anomalie de la protéine CFTR selon le
type de mutation, dite thérapie de la protéine [166,167]. Il a été démontré qu’une restauration
de 'ordre de 5 a 10 % de la protéine CFTR est suffisante pour restaurer une conductance
transépithéliale normale. Ainsi, selon la classe de mutation diverses stratégies et molécules

ont été développées (Tableau I).

7.2.1 Correction des mutations de classe I

La preuve de concept d’utilisation des molécules de translecture permettant la
suppression des codons stop prématurés et ainsi aboutir a la synthése d’une protéine
fonctionnelle a été établie il y a plus de 10 ans (Figure 7A) [167,168]. La recherche a conduit
a I’¢laboration de la molécule Ataluren appelée aussi PTC124 (Premature Termination
Codon, PTC Therapeutics), récemment évalué dans un essai clinique de phase III [169],
comme un traitement potentiel de certaines mutations non — sens de classe 1. Les résultats ne
montrerent pas une amélioration significative de la fonction pulmonaire des patients traités

[168,169]. L’analyse profonde des sous-groupes d’individus a démontré que I’inhalation
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concomitante de la tobramycine affecte négativement le mécanisme de translecture médié par
Ataluren [169]. Ainsi, un essai clinique de phase III avec Ataluren est lancé chez les patients
mucoviscidosiques ne prenant pas de tobramycine [169]. Ataluren est également testée pour le
traitement d’autres maladies génétiques, comme la dystrophie musculaire de Duchenne
(DMD) et de Becker (DMB) chez les patients porteurs des mutations non-sens [170-172].
Récemment, des dérivés d’Ataluren (PTC124) ont été développés [173]. Sur des modeles
cellulaires CF et non CF, ces nouvelles molécules ont montré une efficacité supérieure a celle
de PTCI124 dans la translecture des codons stop prématurés avec une faible toxicité [173].
L’analyse des résultats suggere une potentielle interaction entre les dérivés de PTC124 et
I’ARNm muté [173].

CFTR

0 0 -

Acheévement de la traduction et Achevement de la traduction et du Potentiateurs
du traitement post-traductionnel traitement post-traductionnel
Correcteurs Correcteurs

Traduction et traitement
post-traductionnel

permettant la
translecture

Mauvais
repliement
<
Protéasome

CFTR AF508 CFTR G551D
/ K ( mutations de classe IT )/ ( mutations de classe III )

Mutations non - sens
( certaines mutations

de classe I)
Suppression des codons Correction des défaut de Potentialisation de la
stop prématurés trafic a la membrane conductance du canal CFTR
(A) provenant du mauvais anormal a la membrane
repliement de la protéine plasmique
B) ©

Figure 7 : Thérapie protéique de la mucoviscidose (modifiée d’apres [167]).

7.2.2 Correction des mutations de classe II

Des molécules ciblant les mutations de classe II (mutation AF508), dites correctrices ont
été mises au point. Ces molécules améliorent le trafic intracellulaire de la protéine CFTR, ce
qui augmente la quantité de protéines exprimées a la surface cellulaire (Figure 7B). Parmi
elles, le Vx-809 (Lumacaftor) qui se lie au domaine MSD1 de la protéine mutée pour induire
des protéines de conformation stable [174]. La spécificité du Vx-809 dépend donc de la
structure du domaine MSD1 [174]. Le correcteur Vx-809 administré seul, réduit

considérablement I’exces de chlore dans la sueur, mais aucune amélioration statistiquement
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significative de la fonction CFTR dans I’épithélium nasal (mesure de la différence de
potentiel nasal), et de la fonction pulmonaire (FEV; pour Forced Expiratory Volume in 1
second) des patients porteurs de la mutation AF508 n’a été observée [175]. Le Vx-809 est
bien toléré a toutes les doses [175,176]. Des données suggerent que ’utilisation du Vx-809 en
combinaison avec un autre correcteur de CFTR qui supprime les défauts de repliement peut
en outre améliorer la fonction de la protéine CFTR chez les individus porteurs de la mutation

AF508 [174].

7.2.3 Correction des mutations de classe III et IV

Des molécules pouvant potentialiser I’activité des protéines mutées localisées a la
membrane ont été développées pour les mutations de classe III et IV (Figure 7C). Parmi
elles, le Vx-770 appelé aussi Ivacaftor est particulierement efficace pour les patients porteurs
de la mutation G551D [177-179], a la fois sur le CFTR sauvage et muté [180]. En effet,
I’administration orale du Vx-770 résulte en une restauration de la sécrétion des ions Cl” au
niveau de 1’épithélium nasal et sudoral, mais surtout en une nette et rapide amélioration des
fonctions respiratoires, un gain de poids et une amélioration de la qualité de vie des patients
[177,178]. Cette molécule est une avancée importante pour les patients, néanmoins son prix
(environ 230 000 euros par an, soit 630 €/jour pour 2 comprimés) reste beaucoup trop élevé
[181]. Le Vx-770 est aussi efficace chez les patients porteurs de mutations de classe III autres
que la mutation G551D [182]. Cependant, le Vx-770 seul n’est pas efficace chez les patients
homozygotes pour la mutation AF508 [183]. Le Vx-770 est aussi évalué chez les personnes
porteuses des mutations de classe IV (R117H) [184]. Actuellement, le Vx-770 est impliqué
dans de nombreux essais cliniques en association avec d’autres molécules anti-infectieuses
[185], et avec le correcteur Vx-809 ce qui améliore la FEV, chez les patients homozygotes
pour la mutation AF508 [186].

En effet, la nouvelle thérapie combinant les deux molécules Lumacaftor (correcteur congu
pour bien adresser la protéine CFTR défectueuse a la membrane) et Ivacaftor (potentialisateur
qui améliore les fonctions du canal CFTR) (Orkambi™) chez les patients homozygotes pour
la mutation AF508 améliore nettement le trafic intracellulaire de la protéine CFTR, améliorant
ainsi la FEV; et réduit les exacerbations pulmonaires [187,188]. Cependant, cette co-
administration semble moins bénéfique pour les individus hétérozygotes pour la mutation
AF508 [168,188]. Ce traitement est approuvé par la FDA (Food and Drug Administration)
pour une utilisation chez les patients mucoviscidosiques ayant 12 ans et plus [165]. Une autre
molécule correctrice Vx-661 en combinaison avec Ivacaftor est actuellement en cours

d’évaluation, pour laquelle des résultats encourageants lors de I’essai clinique de phase II ont
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été rapportés chez les patients homozygotes pour la mutation AF508 [176,184]. En effet,
I’administration du Vx-661 seul ou en combinaison avec le Vx-770 résulte en une baisse du
taux de sel dans la sueur et une amélioration significative de la FEV; au bout de 28 jours par
rapport aux contrdles [176,189]. Plusieurs essais de phase III seront menés en 2015 chez les
personnes ayant une ou deux copies de la mutation CFTR AF508 [190].

D’autres molécules dites Chaperonnes (chimique et/ou pharmacologiques) sont également
évaluées. Les chaperonnes chimiques sont définies comme étant des petites molécules non
spécifiques ayant pour role de stabiliser les protéines cellulaires, par amélioration du taux de
repliement, en agissant sur les protéines chaperonnes ou le protéasome plutdt que directement
sur la protéine CFTR [191]. Les chaperonnes pharmacologiques quant a elles agissent
directement sur la protéine CFTR mutée. Parmi ces molécules chimiques, le sodium 4 -
phenylbutarate (4PBA), un acide gras a courte chaine est capable in vitro de restaurer le
transport des ions Cl dans les cellules épithéliales portant la mutation AF508 [192], et régule
négativement ’expression de la protéine Hsc70 [193], qui s’associe plus fortement avec le
CFTR AF508 qu’avec le CFTR normal favorisant ainsi la dégradation de la forme mutée
[194]. Cependant, le mécanisme d’action du 4PBA n’est pas clair [192]. Une étude clinique
ultérieure avait démontré que la prise orale (19 g/jour, 1 semaine) du 4PBA permet une
restauration partielle de 1’activité CFTR dans 1’épithélium nasal des patients homozygotes
pour la mutation AF508, mais aucun effet sur les glandes sudoripares n’a été observé [195].
Cependant, dans une autre étude clinique il a ét¢ démontré qu’une administration orale de 20
g de 4PBA induit une restauration significative du transport du chlore dans 1’épithélium nasal
des patients porteurs de la mutation AF508 [196]. Il a également été suggéré que la
combinaison du 4PBA avec des flavonoides (source importante d’antioxydants appartenant a
la famille des polyphénoles) pourrait restaurer la fonction du canal CFTR dans les voies
aériennes des patients mucoviscidosiques [176,197]. Les flavonoides (polyphénoles) peuvent
moduler I'expression de nombreux genes régulés par le facteur de transcription NFkB [198].
Un screening a haut-débit a permis d’identifier des chaperonnes pharmacologiques
importantes le VRT-325 et le VRT-532 [199]. Le VRT-325 se lie de maniere allostérique au
CFTR AF508 permettant éventuellement la sortie du réticulum endoplasmique, mais il n’est
pas spécifique de la mutation AF508. [200]. Sur modeles de cellules épithéliales respiratoires
humaines porteuses de la mutation AF508, le VRT-532 est identifié comme un
potentialisateur de la protéine CFTR [199]. Par la suite, des études précliniques ont démontré
que le VRT-532 peut fonctionner comme correcteur de la protéine CFTR dans le cas des

mutations AF508 et G551D [201-204], en augmentant le taux de liaison et d’hydrolyse de
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I’ATP [204]. En effet, le VRT-532 augmente I’affinit¢ de liaison de 1'ATP a la protéine
CFTR muté apres activation de la protéine kinase A [205].

L’inhalation de la poudre séche du mannitol (Bronchitol™), un agent osmotique non-
ionique [206], pourrait €tre un traitement efficace pour réhydrater le mucus et ainsi
désencombrer les voies respiratoires [94,207]. L’inconvénient de la poudre du mannitol est sa
taille relativement importante, de sorte que le dépdt dans les sites cibles, les petites voies
respiratoires et la périphérie du poumon est difficile a réaliser [208,209]. Par le méme
mécanisme que la solution hypertonique saline, le mannitol a des effets rhéologiques sur le
mucus, la perturbation des liaisons hydrogeénes induit une diminution de la viscosité du
mucus, ce qui par conséquent augmente sa clairance [210]. Une étude a démontré que
I’inhalation de 400 mg de mannitol (Bronchitol™) améliore considérablement la FEV, et la
FVC (Forced Vital Capacity, qui correspond a la quantité d’air qui peut étre expirée de force
des poumons apres une profonde respiration), d’ou son évaluation en clinique en phase III
[94,211]. L’étude clinique de phase III (chez des enfants CF > 6 ans) montre une nette
amélioration de la FEV, et une réduction d’environ 35% de la fréquence des exacerbations
pulmonaires [212], et par conséquent la fonction pulmonaire est améliorée [213], apres 26
semaines. Méme si un essai chez les patients CF ayant entre 6 et 17 ans est actuellement en
cours [214], des études supplémentaires approfondies sont nécessaires avant d’évaluer le
mannitol chez les patients de moins de 6 ans.

Certaines approches pharmacologiques visant les canaux régulés par le CFTR (Figure 8),
comme le canal ENaC, les canaux CaCC (Ca2" activated CI" Chanel), ou les récepteurs
purinergiques P2Y,, pourraient &tre bénéfiques pour le traitement de mucoviscidose [94].
L’activité du canal ENaC contribue a la physiopathologie de la mucoviscidose en réduisant la
fluidité péricilaire. Des inhibiteurs directs ou indirects ont donc été développés pour réduire
I’hyperabsorption du Na" et augmenter la fluidité du mucus [215,216]. L’activité ENaC peut
étre bloquée par des inhibiteurs spécifiques tels que 1’amiloride, le benzamil, le phenamil et
probablement par 1’activation de la PKC [188]. Egalement, I’activation des récepteurs
purinergiques par I’ATP, UTP ou Dénufosol inhibe les canaux ENaC, en plus de I’activation
des canaux CaCC [215]. Les amilorides et leurs dérivés (benzamil et phenamil) ont une
application thérapeutique limitée en raison de leur absorption et élimination rapide des
poumons [217]. Le composé GS-9411 (Gilead-Science) maintient 1’activité ENaC bloquée a
75 % a la surface apicale des cellules [218,219]. Cependant, dans I’essai clinique de phase I,
chez les personnes saines le GS-9411 bloque également les canaux ENaCs rénaux provoquant

une hyperkaliémie cliniquement significative [214,220]. Par conséquent, I’essai de phase I a
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été arrété en 2009 [221]. Les pyrazinoyles amines quaternaires structurellement différentes
des pyrazinoyles guanidines amilorides, sont particulicrement efficaces sur les cellules
bronchiques humaines et in vivo (cochon d’inde) sur la perméabilité cellulaire et I’inhibition
d’ENaC [222]. In vivo, le composé 12g (o amine quaternaire ramifi¢) inhibe ENaC et induit
une différence de potentiel 16 fois supérieure a celle induite par 1’amiloride [222].
L’inhibition d’ENaC peut se faire également de maniére indirecte via diverses molécules.
Ainsi, la prostatine, une trypsine-sérine protéase appartenant a la famille des CAP (Channel-
Activating Protease) qui clive les sous unités du canal ENaC a des sites spécifiques,
augmentant ainsi son activité constitue une cible thérapeutique importante [216]. La molécule
Camostat (Novartis Pharmaceuticals) inhibitrice de la prostatine a été mise au point et a donné
des résultats prometteurs in vivo [223]. Dans 1’étude Clinique de phase II [224], Camostat
(spray nasal) réduit le transport des ions Na®, provoquant un changement de la NDP (Nasal
Potential Difference) de +13.1 mV par rapport a la valeur initiale, mais certains patients
avaient développé de graves effets secondaires tels que 1’épistaxis, perturbation de la mucose
nasale, et une hématurie [225]. Une sensibilité nasale et une rhinorrhée ont également été
observées [225]. Cependant, il existe des préoccupations sur la spécificité de Camostat pour
certaines CAPs et I’incertitude quant a la sécurité et la tolérance d’administration de Camostat
via un nébuliseur dans les petites voies respiratoires [225].

D’autres pistes sont ¢également étudiées. En effet, I’ouverture du canal ENaC est maintenue
par la fixation du PIP, (Phosphatidyl inositol diphosphate) sur la sous unité B du canal [226].
Les agonistes du récepteur P2Y, purinergique diminue le taux du PIP, par son hydrolyse en
IP; (inositol triphosphate) par la phospholipase C, réduisant par conséquent I’activité ENaC et
augmentent 1’hydratation du mucus [226]. Ces agonistes augmentent également le transport
des ions CI via I’activation des canaux CaCC [227,228]. Ces constations ont donné lieu a la
syntheése du Dénufosol (diadenosine 5 '-polyphosphates) [229], qui inhibe le transport des
ions sodium via ENaC [230], et augmente celui des ions chlores via I’activation des canaux
CaCC [230], ce qui résulte en une amélioration de la fluidité du mucus et de la clairance
mucociliaire. L’essai clinique de phase III [231], avec le Dénufosol montre une bonne
tolérance et une amélioration de la FEV,. Ces changements au niveau pulmonaire sont faibles
mais significatifs [232]. Cependant, dans un second essai de phase III [231], ces bénéfices
n’ont malheureusement pas été retrouvés [233]. En effet, le Dénufosol a induit des
changements moyens non significatifs de la FEV, qui peuvent étre liés soit au faible nombre
de patients inclus dans 1’étude par rapport au premier essai, soit au fait que le Dénufosol ne

parvient pas 2 long terme 4 empécher le déclin de la fonction respiratoire [233]. Egalement,
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le P-1037 inhibiteur des canaux ENaC dans les cellules des voies respiratoires est
actuellement en essai clinique de phase II. Ce composé peut prolonger la fluidité des voies
respiratoires apreés [’utilisation de la solution saline hypertonique, ce qui facilitera
I’évacuation du mucus permettant ainsi de retrouver une hydratation normale du mucus [165].
Cependant, il est important de noter que le blocage excessif des canaux ENaC peut causer de
graves conséquences, soit un cedéme pulmonaire par ’intermédiaire de I’accumulation
indésirable de liquide dans les poumons [234]. Des molécules ciblant les canaux CaCC ont
également ¢été identifiées (Figure 8). Parmi elles, le peptide polycyclique bactérien
duramycine (Moli1901) (Lancovutide, Lantibio-AOP Orphan Pharmaceuticals AG)
administré par inhalation active les canaux CaCC au niveau de I’épithélium des voies
respiratoires par libération du Ca®* des réserves intracellulaires [235]. L’essai clinique de
phase II a démontré que la nébulisation de duramycine (2,5 mg/jour, 5 jours) entraine une
augmentation de la FEV; de 8% et une bonne tolérance du produit avec une longue demi-vie,
et que la duramycine ne passe pas dans la circulation sanguine [236]. Une autre étude clinique
de phase II réalisée en 2008 a rapporté des résultats prometteurs, a savoir une amélioration de

la FEV, [237].
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Figure 8 : Résumé des approches pharmacologiques ayant pour but d’hydrater le mucus des
patients CF (modifiée d’apres [94]). Comme pour les molécules correctrices ou des
potentialisateurs du CFTR, diverses approches pharmacologiques ciblant le récepteur P2Y2,
ENaC et le CaCC sont en cours d'évaluation pour tenter de trouver de nouvelles cibles

thérapeutiques pour le traitement de la mucoviscidose.

Récemment le comité des médicaments a usage humain (CHMP) a émet trois avis positifs
en faveur de I’autorisation de mise sur le marché ou d’extension d’indication de Orkambi et
Kalydeco . Ces avis concernent I’autorisation d’utilisation d’Orkambi’ chez les patients
homozygotes pour la mutation A F508 4gés de 12 ans et plus, de Kalydeco  chez les enfants
de 2 & 5 ans, porteurs d’une des 9 mutations « gating », et de Kalydeco  chez les patients de
18 ans et plus porteurs de la mutation R117H [238]. Beaucoup d’autres molécules sont

actuellement a différentes phases d’évaluation clinique (Tableau I).
7.3 Thérapie génique
Le clonage du gene CFTR a ouvert la voie a la thérapie génique. Bien que la

mucoviscidose soit une maladie multiviscérale, la détérioration de la fonction respiratoire est

la principale cause de mortalité chez les patients atteints de mucoviscidose. Ainsi,
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1’épithélium respiratoire constitue le tissu cible pour la thérapie génique de la mucoviscidose.
Le principe consiste a transférer une copie du gene CFTR normal dans les cellules des voies
respiratoires afin de restaurer ’activité du canal CFTR par I’expression d’une protéine
fonctionnelle, et ainsi améliorer la fonction respiratoire. Contrairement a la thérapie protéique,
cette approche concerne tous les patients atteints de mucoviscidose quel que soit la mutation
dont ils sont porteurs. Le géne CFTR transporté par un vecteur peut étre administré
directement dans les voies aériennes par aérosol. Cette méthode est en effet la moins invasive.
En raison du renouvellement permanent de 1’épithélium pulmonaire, la thérapie génique devra
semblablement étre répétée dans le temps, a moins de parvenir a transfecter efficacement les
cellules souches de 1’épithélium respiratoire. Pour mieux comprendre les principales stratégies
de la thérapie génique de la mucoviscidose, il est important de décrire un certain nombre des
caractéristiques biologiques et fonctionnelles de ’organe cible, en 1’occurrence les poumons

et I’épithélium respiratoire.

8 Le systeme respiratoire
8.1 Anatomie et fonctions du systeme respiratoire

La principale fonction de I’appareil respiratoire est de fournir de ’oxygene a 1’organisme
et de le débarrasser du gaz carbonique (CO;), qui est un déchet produit par la fonction
cellulaire, par des échanges gazeux entre I’air et le sang. Le systeéme respiratoire est composé
de voies aériennes divisées en voies aériennes supérieures comprenant le nez, le pharynx et
le larynx, et en voies aériennes inférieures composées de la trachée et de I’arbre bronchique
jusqu’aux alvéoles pulmonaires (Figure 9A). D’un point de vue fonctionnel, le systéme
respiratoire est constitué d’une zone de conduction, d’'une zone de transition et d’'une zone
respiratoire (Figure 9B).

La zone de conduction comprend toutes les voies respiratoires (voies aériennes
supérieures et une partie des voies aériennes inférieures; de la trachée aux bronchioles
terminales), qui acheminent ’air a la zone respiratoire, mais ne participe pas aux échanges
gazeux.

La zone de transition est composée des bronchioles respiratoires.

La zone respiratoire est le sicge des échanges gazeux et représente une surface d’environ
140 m? [239]. Elle commence a ’endroit ou les bronchioles terminales rejoignent les
bronchioles respiratoires. Celles-ci se prolongent par les conduits alvéolaires, auxquels font
suite les atriums alvéolaires, les sacs alvéolaires et les alvéoles, les cavités ou 1’essentiel des

échanges gazeux sont réalisés (Figure 9B et D).

31

N
—



Chapitre I : La mucoviscidose

Caviténasale

Cavité buccale . P P
Pharynx Voies aériennes supérieures

Epiglotte
Larynx

Trachée

Poumondroit Poumon gauche

Vaisseau sanguin pulmonaire

Lobe supérieur—t S
P Voies aériennes

inférieures

Ceeur

'= Lobe supérieur

Lobe moyen

Lobe inférieur

Lobeinférieur

Trachée C Veine_cave
B \ supérieure
= Aorte

Poumon droit Poumon gauche

Bronche souche =
= P

'-3 Capillaires Artere pulmonaire
=
2 |2

c/ e Veine pulmonaire .

. S Atrium gauche
Bronche segmentaire Py
=

) Atrium droit .
g Ventricule gauche
N
, «— Bronchioles P
’l"@i HHnAD, - - -
- i i
" 4——— Bronchioles - \\ - Ventricule droit
P terminales \ D \ inférieure
=]
\ ' 2 £ Veinepulmonaire \
v Bronchioles | @ % . .
K . S = Artere pulmonaire \
respiratoires S E
v & Bronchiole

Canaux alvéolaires et alvéoles
. . Bronchiole terminale
Zone respiratoire

Bronchiole respiratoirg
Lits capillaires _
P N

Alvécla yd N N
4§ - N
- N
N
N N
7
7 - \\
yd Bronchiole respiratoire
E o
—

Cellule de Clara (séreuse) L e

Cellule ciliée

Cellule

endothéliale Lo
Macrophage alvéolaire

Figure 9 : Architecture anatomique (A) et fonctionnelle (B) du systéme respiratoire humain.
Ilustration de la circulation pulmonaire (C), et des alvéoles pulmonaires situées a [’extrémité
des bronchioles, ou s’effectuent les échanges gazeux (D) (modifiées d’apres [240,241]), et
illustration de la composition cellulaire des bronchioles respiratoires (E) (modifiée d’apres
Appareil respiratoire. Manuel MARK, [Institut d’Embryologie, Hopital Universitaire de

Strasbourg, Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire).
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Les voies respiratoires, et particuliecrement les voies aériennes inférieures, ont une structure
complexe. En effet, I’arbre trachéobronchique est une succession de subdivision allant de la
trachée jusqu’aux sacs alvéolaires. La trachée s’étend du larynx au médiastin (espace entre
les deux poumons), et se divise en deux bronches principales, ou bronches souches (Figure
9B), qui s’enfoncent dans chaque poumon et qui se subdivisent elles-mémes en bronches
lobaires ou secondaires (trois pour le poumon droit et deux pour le poumon gauche) (Figure
9A). Les bronches lobaires donnent naissance aux bronches segmentaires (ou tertiaires),
lesquelles se subdivisent ensuite en bronchioles de plus en plus petites, jusqu’aux bronchioles
terminales et respiratoires (Figure 9B). Ces dernieres a leur tour se divisent en canaux
alvéolaires et donnent naissance aux sacs alvéolaires formés de plusieurs alvéoles
pulmonaires (Figure 9B, D). Ainsi, le diametre des conduits aériens diminue au fil des
subdivisions, allant d’environ de 1.8 ¢cm pour la trachée a environ 0.04 cm pour les canaux
alvéolaires [239].

Pour assurer les échanges gazeux, L’appareil respiratoire est vascularisé via deux
circulations distinctes (Figure 9C) :

La circulation bronchique : elle fait partie de la circulation systémique. Elle amene le sang
oxygéné via les arteres bronchiques a la zone de conduction (bronches et bronchioles) de
I’arbre trachéobronchique.

La circulation pulmonaire : permet 1’apport des €léments nutritifs a la zone de transition et
respiratoire. Elle véhicule le sang veineux (non oxygéné) par 1’artére pulmonaire, qui se
subdivise en lits capillaires entourant les alvéoles, ou se fait I’échange gazeux (Figure 9D). Le

sang oxygéné gagne ensuite 1’oreillette gauche via les veines pulmonaires.

8.2 Composition de I’épithélium respiratoire

La composition de 1’épithélium des voies respiratoires est variable d’une zone a une autre
(Figure 10 et 11). De la trachée jusqu’aux bronchioles, ’épithélium respiratoire est
pseudostratifié et cilié, recouvert par un liquide de surface péricilaire et le mucus (Figure
10), qui servent de barriere physique vis-a-vis des particules inhalées qui s’y trouvent piégées
[242]. Le mucus produit par les cellules sécrétrices de surface (cellules de Clara, cellules
caliciformes et cellules séreuses) et les glandes sous muqueuse, participe également a la
défense anti-bactérienne, anti-protéasique, anti-oxydante et anti-microbienne des voies
aériennes [243,244]. En effet, la composition biochimique du mucus est riche en molécules
protectrices telles que les protéines antimicrobiennes (IgA), la lactoferrine, le lysozyme et les

défensines et mucines [243].
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L’ensemble des cellules de 1’épithélium respiratoire sont ancrées a la lame basale, a
I’exception de certaines d’entre elles qui s’allongent jusqu’a la lumicre bronchique [242].
Globalement, les cellules de I’épithélium respiratoires sont les cellules basales, ciliées,
mucosécrétrices, neuroendocrines et intermédiaires, avec un réseau de glandes sous —

muqueuses contenant des cellules sécrétrices muqueuses et séreuses (Figure 10).
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Figure 10: Structure et composition de [’épithélium respiratoire des voies aériennes

humaines (modifiée d’apres [242)).

Les bronchioles les plus proximales sont bordées par un épithélium pseudostratifié, qui
comprend quelques rares cellules basales, ciliées et des cellules sécrétrices non ciliées
appelées cellules de Clara, tandis que I’épithélium des bronchioles les plus distales est
monostratifié dépourvu de cellules basales [242]. Les cellules de Clara localisées dans la
trachée et dans les petites voies respiratoires ont plusieurs fonctions protectrices pulmonaires.
Elles ont un rdle dans le métabolisme des xénobiotiques, dans la régulation locale de la
réponse inflammatoire et immunitaire, et dans la régénération de 1’épithélium respiratoire
bronchique. Elles participent également a la clairance mucociliaire des particules étrangeres et
aussi a la prolifération / différenciation des cellules ciliées pour le maintien de la population
des cellules ciliées [245,246]. Elles sont aussi impliquées dans la sécrétion des protéines
tensioactives du surfactant (apoprotéines A, B et D), des protéases, des peptides

antimicrobiens, de plusieurs cytokines et chémokines et des mucines [245].

Au niveau de la trachée (Figure 11), I’épithélium est cylindrique, pseudostratifié et formé
de cellules ciliées, de cellules caliciformes (ou cellules en gobelet) et de cellules basales
enfouies. Les cellules caliciformes sécretent le mucus constitué principalement de mucines,

qui empéche la déshydratation de I’épithélium respiratoire, 1’accumulation des particules
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étrangeres ou encore 1’adhésion et I’invasion de pathogenes [247]. La paroi des bronches
principales est de composition histologique proche de celle de la trachée, mais au fil des
ramifications, on observe un certain nombre de changements. En effet, I’épithélium passe de
cylindrique pseudostratifi¢ a cylindrique puis a cubique dans les bronchioles terminales. Il n’y
a ni cils, ni cellules muqueuses dans les bronchioles ; par conséquent, les débris logés dans les
bronchioles ou plus bas sont normalement détruits par les macrophages présents dans les
alvéoles. En effet, les alvéoles abritent des macrophages alvéolaires (Figure 9E),
communément appelés cellules a poussieres, qui éliminent les poussieres, les bactéries et
autres particules étrangeres inspirées avec 1’air. La paroi des alvéoles est constituée d’une
couche unique de cellules épithéliales pavimenteuses minces et étalées appelées pneumocytes
de type I ou épithéliocytes respiratoires (Figure 9E et 11), qui malgré leur faible nombre (5 a
10% des cellules pulmonaires totales) [248], recouvrent plus de 90% de la surface alvéolaire
[248,249]. Elles sont rattachées les unes aux autres par des jonctions serrées qui servent de
barriere partiellement étanche a la diffusion des fluides et molécules dans ’espace intra-
alvéolaire. Il a été rapporté que les pneumocytes de type I, jouent un rdle actif dans la
perméabilité a l'eau et dans la régulation de 1'homéostasie du liquide alvéolaire chez les
rongeurs [250,251]. Ils joue aussi un role de protection de 1’épithélium respiratoire vis-a-vis
du stress oxydatif chez le rat [252]. Les alvéoles sont également recouverts par une trame
dense de capillaires pulmonaires, tandis que leurs ouvertures sont entourées par quelques
fibres élastiques. Les alvéoles, les capillaires ainsi que leurs lames basales forment la
membrane alvéolo-capillaires (barriere air — sang). Des cellules de forme cubique d’un
diametre de 50 um chez ’homme, appelées pneumocytes de type II, sont par ailleurs
dispersées entre les pneumocytes de type I, et sont majoritairement retrouvées a la jonction de
deux alvéoles (Figure 9E) [249]. Bien qu’ils soient trés nombreux (60% environ des cellules
alvéolaires et 15% des cellules pulmonaires totales), ils ne recouvrent que 2 a 5% de la
surface alvéolaire [249]. Les pneumocytes de type II sécretent et recyclent un liquide, le
surfactant alvéolaire, qui tapisse la surface interne des alvéoles exposées a 1’air alvéolaire,
et participe a D’efficacité des échanges gazeux [249,253]. Elles participent a la réponse
immunitaire dans les poumons, et peuvent se transformer en pneumocytes de type I pour
réparer I’épithélium endommagé ou bien lors du développement feetal des poumons [249].
Les pneumocytes de type II, tout comme les pneumocytes de type I, participent au transport
ionique [254]. Ces cellules expriment une large gamme de protéines impliquées dans le
transport ionique, telles que les canaux ENaCs [255-260], Na*-K"-ATPase [256,260-263], les
aquaporines (AQP3) [249], et le transporteur ABC CFTR [264].
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Le surfactant alvéolaire permet d’abaisser la tension superficielle air/liquide afin d’éviter
que les alvéoles pulmonaires ne s’affaissent sur elles — mémes suite a I’expiration [253]. 11 est
composé principalement de phospholipides (80 a 90%), de protéines biologiquement actives
(SP-A, SP-B, SP-C et SP-D environ 6 a 8%), de lipides neutres principalement du cholestérol
(4 — 7%) et d’hydrates de carbone en faibles quantités. Le surfactant alvéolaire ou pulmonaire
est éliminé par le biais de la clairance mucocilliaire et les macrophages, mais la grande partie
du liquide est recyclée par les pneumocytes de type II en vue d’une utilisation ultérieure

[249,253,263].
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8.3 Les cellules cibles de la thérapie génique

En raison de la gravité des atteintes respiratoires, le tissu cible du transfert de genes est
donc 1’épithélium respiratoire. Diverses considérations particulierement certaines mutations
rares, suggerent que la restauration d’une expression de 1’ordre de 5 a 10 % du CFTR normal
serait suffisante [267], du moins en ce qui concerne la restauration de la fonction du canal a
chlorures. L’épithélium respiratoire contient en moyenne 1 a 2 copies de ’ARNm CFTR par
cellules [100]. Les quantités les plus importantes sont retrouvées au niveau des glandes
séreuses et des glandes sous — muqueuses (au niveau de la zone de conduction) [100].
Cependant, seulement 5% des cellules au niveau des bronchioles et des régions alvéolaires
expriment I’ARNm CFTR [49]. Etant donné la faible expression globale de ’ARNm CFTR,
la plupart des cellules épithéliales pulmonaires devraient subir un transfert du gene CFTR
sauvage afin de restaurer la fonction de canal ionique du CFTR [268]. Aussi, vu le
renouvellement permanent de 1’épithélium respiratoire, la thérapie génique devra étre répétée
périodiquement, a moins de réussir a transfecter une proportion suffisante de cellules souches
de I’épithélium respiratoire. Plusieurs cellules de ’arbre trachéobronchique présentaient des
propriétés de cellules souches, telles que les cellules basales, les cellules de Clara et les
pneumocytes de type II [245,249,269,270]. Récemment, une nouvelle population de cellules
souches a été identifiée [271]. Il s’agit de cellules souches mésenchymateuses dérivées de la
moelle épinicre (BMDMSC pour Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cell), qui
probablement participent au renouvellement de 1’épithélium des voies respiratoires des
poumons [271]. La connaissance a propos des cellules souches pulmonaires s’améliorent
progressivement et peuvent constituer de nouvelles approches thérapeutiques pour le
traitement des maladies pulmonaires séveres. Globalement, les spécialistes estiment qu’une
expression du CFTR dans 5 a 10 % des cellules épithéliales pulmonaires permettrait de
corriger le défaut de transport des ions chlorures [272-274]. L’approche consistant a
combiner le gene SCNT (Somatic Cell Nuclear Transfer) avec le rAAV (recombinant Adeno-
Associated Virus) dans les fibroblastes primaires a conduit a la génération réussie de modeles
CF de furet [275] et de porc [276] en 2008. Ces nouveaux modeles animaux sont plus
représentatifs du phénotype et des multiples atteintes caractéristiques de la mucoviscidose
[277]. Contrairement aux souris, les voies aériennes des furets et des porcs présentent un haut
degré de similitude avec les voies aériennes humaines [278-281], et ont une composition
similaire des canaux chlorures au niveau des voies respiratoires [282]. La mise au point des
modeles CF porc et furet [41,277], devrait €tre tres utile pour étudier les conséquences

respiratoires de la mucoviscidose et ainsi développer et tester de nouvelles approches
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thérapeutiques dans des conditions plus proches de la réalité. Un certain nombre de modeles
animaux CF existe, tels que le modele porc CFTR-AF508 [283]. Cependant, la recherche est
en continue afin de développer de nouveaux modeles (furet, porc) portant d’autres mutations
CFTR, permettant ainsi 1’évaluation d’une large gamme de stratégies de thérapie génique et

cellulaire.
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Chapitre II : La thérapie génique

Le concept de thérapie génique imaginé il y a quelques années pour les maladies
génétiques, est porteur d’espoir pour un grand nombre de maladies. Il s’agit en effet d’une
application des connaissances de la génétique et de la biologie moléculaire a des fins
thérapeutiques. A 1’origine, elle consistait a transférer une version normale d’un géne dans les
cellules cibles pour remplacer celui défectueux responsable de la pathologie. A la différence
des médicaments qui agissent sur I’activité des protéines et sur les fonctions cellulaires, la
thérapie génique cherche a intervenir plus en amont, a la source méme du dysfonctionnement,
ce qui ouvre ainsi de nouvelles perspectives dans le traitement d’autres affections jusque-la
incurables. Les avancées technologiques permettent sans cesse d’élargir les domaines
d’applications. Ainsi, il est primordial d’avoir une vue globale sur les champs d’applications
de la thérapie génique et les approches utilisées, qui doivent étre adaptées a la pathologie

ciblée.

1 Principe de la thérapie génique

Si le principe de la thérapie génique repose sur 1’idée simple de transférer dans les cellules
cibles de I’organisme le gene thérapeutique, sa mise en ceuvre est beaucoup plus complexe.
On distingue, la thérapie génique sur cellules somatiques et sur cellules germinales avec des
conséquences différentes. La thérapie génique germinale n’a pas d’indications thérapeutiques
chez I’homme et est formellement interdite (transmission de la modification génétique a la
descendance). Ainsi, nous nous intéressons uniquement a la thérapie génique somatique. Cette
derniere apporte une correction de I’anomalie génétique, sans affecter le patrimoine génétique
de l’individu traité. Pour soigner une maladie héréditaire, il n’est donc pas nécessaire de
corriger le défaut génétique dans toutes les cellules de 1’organisme mais uniquement dans
celles des organes touchés. Un diagnostic préimplantatoire des embryons peut étre réalisé
chez des familles qui risquent de transmettre une anomalie génétique a leur descendance. Ce
test a pour objectif de sélectionner les embryons sains a transférer dans I'utérus maternel,
évitant ainsi la nécessité de mettre fin a une grossesse. Des essais de fécondation in vitro et
des tests de diagnostic préimplantatoire des embryons, ont permis la naissance d’une fille
saine de parents homozygotes pour la mutation AF508 [284]. Cette approche peut étre
applicable & d’autres maladies monogéniques, pour lesquelles le défaut génétique a été
identifié, cependant une analyse profonde est nécessaire afin de mieux adapter la stratégie a la
pathologie. Pour les maladies génétiques comme la mucoviscidose, I’épithélium respiratoire

doit étre traité précocement. Pour cela la correction génétique in utero semble d’un réel intérét
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thérapeutique et parait tout a fait envisageable. En effet, une étude avait montré que le
transfert du gene CFTR associé a un adénovirus recombinant (rAd) in utero, a permis une
amélioration trés importante de la survie des souris cf”, méme si I’expression du transgéne
CFTR était transitoire [285]. Cependant, ces résultats n’ont pas pu €tre reproduits par la suite
[286,287]. Néanmoins, la thérapie génique in utero continue d’étre activement explorée [288—

290].

2  Stratégies et approches de la thérapie génique
11 existe deux principales stratégies pour le transfert de geénes chez un patient ; I’approche

ex vivo et I’approche in vivo.

2.1 Approche ex vivo

L’approche ex vivo consiste a prélever les cellules cibles du patient, a les modifier in vitro
en y apportant le géne d’intérét, les amplifier pour les réinjecter par la suite chez le patient
afin qu’elles remplacent au fur et a mesure les cellules anormales (Figure 12). Cette approche
fut la premiére mise en ceuvre chez I’homme, et s’est révélée efficace pour transfecter de
nombreux types cellulaires tels que les fibroblastes, les hépatocytes et les cellules
endothéliales. Elle est couramment utilisée dans les essais cliniques, particuliecrement pour les
maladies hématopoiétiques en raison de 1’accessibilité des cellules souches sanguines. Elle a
notamment été utilisée chez les « enfants bulles », pour le traitement des déficits immunitaires
séveres. L’avantage de cette stratégie est qu’elle permet de s’affranchir des obstacles
cellulaires rencontrés lors d’une administration directe (in vivo) chez le patient. Elle permet
également de modifier une population cellulaire bien précise, sans risque de voir le vecteur
pénétré dans des cellules non ciblées. Cependant, toutes les cellules ne sont pas prélevables, et
ce type d’approche ne peut donc étre utilisé¢ lorsqu’il s’agit de modifier certaines cellules
différenciées de type cardiaque ou des neurones par exemple. Elle reste une approche
coliteuse et complexe, en raison des différentes étapes et techniques utilisées (chirurgie,
culture cellulaire, ...etc). Dans le cadre de la thérapie génique de la mucoviscidose, des études
suggerent que 1’évaluation ex vivo des tissus des patient CF est non seulement essentielle pour
diagnostiquer et prédire la gravité et 1’évolution de la pathologie, mais est également cruciale
pour I’évaluation de la réponse aux traitements et le développement d’une thérapie
personnalisée en fonction de chaque phénotype [69]. En effet, il a été établi qu’apres
administration intratrachéale des cellules souches chez 1’animal, celles-ci sont capables de se
différencier en cellules épithéliales pulmonaires. Néanmoins, le pourcentage de cellules

différenciées est trop faible (<0.01 — 0.025%) [288,291-295]. Une récente étude suggere que
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les cellules souches mésenchymateuses (MSC) dérivées de la gelée de Wharton (tissu
conjonctif embryonnaire) pourraient &tre une alternative efficace aux cellules souches
embryonnaires ou de moelle osseuse [296]. Cependant, la faible incorporation des cellules
souches reste un obstacle majeur dans le développement d’une thérapie cellulaire efficace
pour la mucoviscidose. Beaucoup de progres reste a faire avant que la thérapie ex vivo de la
mucoviscidose devienne un traitement clinique efficace. En effet, la voie d’administration, la

dose optimale, I’intervalle entre les administrations doivent étre bien défini.
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Figure 12 : Approches ex vivo et in vivo de thérapie génique. Lors d 'une approche in vivo, le
geéne thérapeutique couplé a son vecteur est introduit directement dans le corps (ex: le
muscle, le foie) du patient, alors que pour les applications ex vivo, les cellules du patient sont
tout d'abord isolées a partir de l'organisme, puis modifiées génétiquement, sélectionnées et
amplifiées, pour les réintroduire par la suite chez le patient comme une greffe autologue.

(modifiée d’apres [4]).

2.2 Approche in vivo

L’approche in vivo consiste a délivrer directement le gene thérapeutique couplé a un
vecteur aux patients, par administration systémique ou locale (Figure 12). L’avantage de cette
approche est qu’elle ne nécessite pas d’intervention chirurgicale, mais par contre, celle-ci
nécessite le développement d’un vecteur siir et efficace et une voie d’administration adaptée.

La faisabilité de la technique est donc tributaire du vecteur qui pourra véhiculer le gene
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d’intérét jusqu’a sa cible. Selon la nature et 1’accessibilité de I’organe cible, la quantité de
maticre nécessaire (ADN/vecteur) est souvent plus importante que celle utilisée pour
I’approche ex vivo. L’efficacité de cette stratégie est également soumises aux nombreuses
barricres intra - et extracellulaires que doivent surmonter le transgeéne et son vecteur pour
atteindre la cible, selon la voie d’administration. Par ailleurs, pour les vecteurs synthétiques
I’expression du transgene est transitoire et les administrations répétées sont donc nécessaires
pour maintenir 1’effet thérapeutique souhaité.

Selon Deffet thérapeutique attendu, différentes stratégies de transfert de genes
existent. Les principales sont décrites ci-dessous :
e L’addition de gene en complément du géne muté naturellement présent, c’est a dire qui
laisse les alleles anormaux en place. Mise au point des les débuts de la thérapie génique, elle
reste I’approche la plus utilisée pour le traitement de la majorité des maladies monogéniques,
comme la mucoviscidose, les myopathies ou les maladies du systeme immunitaire [297].
¢ Induction de la mort cellulaire : Lorsqu’il s’agit de traiter des pathologies tumorales ou
infectieuses, I’introduction d’un géne conduisant a la mort des cellules cibles peut se faire soit
directement en introduisant un gene apoptotique par exemple, soit indirectement en rendant
les cellules tumorales sensibles a une drogue par I’apport d’un géne codant pour une enzyme
(ex : HSV/tk) qui va transformer la pro-drogue, comme le Ganciclovir en Ganciclovir-
triphosphate, ce qui va aboutir a la mort des cellules cancéreuses et des cellules adjacentes
[298-300].
¢ Stimulation de la réponse immunitaire : L’apport de certains génes codant des protéines
qui stimulent le systtme immunitaire comme les cytokines, les molécules du CMH
(Complexe majeur d’histocompatibilité) et les antigénes tumoraux permet de stimuler le
systtme immunitaire. Les cellules du systéme immunitaire reconnaissent les cellules cibles
comme du non-soi et induisent ainsi leur élimination. Cette stratégie peut €tre également
utilisée dans le cas des maladies infectieuses en rendant les cellules cibles résistantes a un
pathogéne comme un virus, ou productrices de protéines de défense antivirales,...etc.
e Inhibition de D’expression d’un géne cible ou rétablissement d’un transcrit
fonctionnel : Dans certains cas, la mutation génétique entraine un gain de fonction lié¢ a
I’expression d’une protéine anormale a effets déléteres. Ainsi, I’approche envisagée consiste
en I’utilisation de séquences nucléiques codant pour un ARN anti-sens, des oligonucléotides
anti-sens (ODN) [301], ou des ribozymes [302], afin d’induire un blocage de 1’expression

d’un geéne pathogéne, ou induire un saut d’exon porteur d’une anomalie génétique et aboutir
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ainsi a la synthése d’une protéine tronquée mais fonctionnelle. L’utilisation de petits ODN qui
masquent certains sites d’épissage, a permis la restauration du cadre de lecture et par
conséquent la synthese de la dystrophine dans le cadre de la thérapie génique de la DMD
[303,304].

¢ Correction ciblée de mutations : Elle consiste a effectuer une correction ciblée de la
mutation ponctuelle in situ, afin de restaurer un phénotype normal en utilisant par exemple
des oligonucléotides chimeres (ARN/ADN) ou des oligonucléotides simples brins [305]. Le
trans-épissage de ’ARNm est également une approche de correction ciblée, qui permet de
remplacer une partie d’'un pré-ARNm porteur d’une mutation par une séquence normale
apportée par le transfert de genes. Cette technique a d’ailleurs été utilisée pour essayer de
corriger la mutation AF508, et une restauration partielle de 1’activit¢ CFTR a été obtenue
[306-308]. D’autres approches sont actuellement en cours de perfectionnement. Il s’agit des
approches faisant appel a des enzymes artificielles utilisant I’ingénierie des nucléases a doigts
de =zinc (Zinc-Finger Nucleases, ZFNs) [309], des nucléases de transcription
(activatrices/effectrices) dites TALENs (Transcription Activator-Like Effector Nuclease)
[310] et le systtme CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats/Cas9 nucleases) [311,312], et quelques résultats prometteurs ont déja été rapportés.
Appliquée a la mucoviscidose, cette approche a permis une correction ciblée de la mutation
AF508 par les ZFNs par recombinaison homologue [313]. Le systeme CRISPR/Cas9 a permis
également une réparation endogene de mutations au niveau du locus CFTR des cellules
souches intestinales de patients CF [314]. Ces approches récentes sont fort intéressantes, mais

beaucoup de progres restent encore a faire.

3 Pathologies ciblées

La thérapie génique est une approche prometteuse pour un grand nombre de pathologies,
et a ce jour, environ 2210 essais cliniques sont ou ont été engagés dans le monde [315]. Bien
que les applications initiales définies pour la thérapie génique fut de traiter les maladies
héréditaires monogéniques, pour lesquelles le gene muté a été identifié et cloné, la grande
majorité des protocoles cliniques concerne désormais les maladies acquises, notamment les
cancers (64%) (Figure 13) [315]. Les affections monogéniques quant a elles ne représentent
que 9.5% des essais cliniques (Figure 13), suivies par les maladies infectieuses et
cardiovasculaires (7.9%). La principale raison est que les patients pouvant étre inclus dans ces

essais sont nombreux. De plus, les attentes thérapeutiques sont différentes. Pour les cancers,
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une expression transitoire du transgene est suffisante, alors que pour les maladies génétiques,

une expression soutenue est nécessaire.

Cancers 64% (n=1415)
% Maladies monogéniques 9.5% (n=209)

‘ Maladies cardiovasculaires 7.9% (n=175)
. Maladies infectieuses 7.9% (n=174)
' Maladies neurologiques 1.9% (n=43)

. Maladies oculaires 1.4% (n=31)
- Maladies inflammatoires 0.6% (n=14)

£ Autres maladies 2.1% (n=46)
] Marquage de genes 2.3% (n=50)

" Volontaires sains 2.4% (n=53)

Figure 13 : Répartition des essais cliniques de thérapie génique selon la pathologie ciblée

[315].

La majorité des essais cliniques réalisés sur les maladies monogéniques concerne la
mucoviscidose [316]. Plusieurs essais cliniques utilisant des adénovirus ou adénovirus
associés (AAV- CFTR) ont été¢ réalisés dans le cadre de la thérapie génique de la
mucoviscidose [317-320]. Récemment, un essai clinique utilisant un vecteur non-viral
conduit par le Consortium Britannique de thérapie génique de la mucoviscidose a rapporté des
résultats prometteurs [321]. Dans le cadre de cet essai clinique, 140 patients 4gés de 12 ans ou
plus ont été inclus dans I’essai [321]. IIs ont recu par nébulisation une dose de 5 mL
correspondant a une formulation contenant 13.3 mg du plasmide pGM169 (CpG-free) codant
pour le gene CFTR humain, associé a 75 mg du lipide cationique GL67 (N4-spermine
cholesterylcarbamate, Genzyme corporation) en présence de la DOPE (dioleoyl
phosphatidyléthanolamine) ainsi qu’un stabilisateur stérique DMPE-PEGsy (n=78), soit une
solution saline 0.9% correspondant au placebo (n=62), une fois tous les 28 jours + Sjours
durant une année [321]. Apreés un an de traitement, les patients ayant recu le traitement de
thérapie génique (pGM169/GL67/DOPE/DMPE-PEGs() montrent une amélioration de leurs
fonctions pulmonaires, la FEV étant supérieure au placebo de 3.7% [321]. Aucune différence
significative n’a ¢été enregistrée dans les deux groupes en ce qui concerne les effets

indésirables [321]. De plus, 1l est important de noter que la réadministration est possible et
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qu’elle est souhaitable. Ces résultats soulignent 1’importance des administrations répétées
pour le traitement de la mucoviscidose en termes d’effets significatifs sur la fonction
pulmonaire. En parallele, une thérapie génique basée sur I’utilisation des lentivirus qui n’ont
jusqu’a présent pas été testés dans des essais cliniques de la mucoviscidose, est développée
par le Consortium Britannique de thérapie génique de la mucoviscidose [322]. En effet, de
nombreuses études suggerent que les lentivirus peuvent étre bénéfiques pour le transfert de
genes a destination de 1’épithélium pulmonaire [8,323,324]. La forme finale du virus ainsi que
les doses a administrer ont été définies auparavant [322], et les études préliminaires de
toxicité et de réactions secondaires n’ont pas montré de problémes inattendus [322]. Un essai
clinique de phase II visant a établir une étude complete et formelle de sécurité/efficacité est

prévu en 2017 [322].

4 Moyens de transfert de genes

Aujourd’hui le succes de la thérapie génique repose essentiellement sur la notion de
transfert de geénes et le développement de « vecteurs » slirs et efficaces, qui permettent le
transfert de séquences d’acides nucléiques d’intérét dans une cellule cible. On distingue
principalement les vecteurs dérivés des virus dits vecteurs viraux et les systeémes non-viraux

(Figure 14).

Adénovirus 22.2% (n=506)
&) Rétrovirus 18.4% (n=420)
&) ADN Nu 17.4% (n=397)
'- Virus de la vaccine 7.2% (n=165)
{1 Virus Adéno-associés 6% (n=137)
@ Lipides 5% (n=115)
7 Lentivirus 5% (n=114)
& Poxivirus 4.4% (n=101)
. Virus de I’herpés simplex 3.2% (n=73)
ﬂ Autres vecteurs 7.6% (n=174)
. Inconnus 3.3% (n=76)

Figure 14 : Répartition des différents vecteurs utilisés dans le cadre des essais cliniques de

thérapie génique en 2015 [325].
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4.1 Les approches virales

Les vecteurs viraux appelés virus recombinants se définissent comme étant des particules
virales contenant un génome viral modifié, ou les genes infectieux du virus ont été supprimés
et remplacés par le géne d’intérét. On parle alors de virus désactivés ou sécurisés, incapables
de se multiplier et d’engendrer une infection virale. Les vecteurs viraux sont donc des
vecteurs naturels, puisque leur caractéristique essentielle est d’exploiter la machinerie
cellulaire afin de se répliquer et se disséminer dans 1’organisme. Actuellement les vecteurs
viraux sont utilisés dans la majorité des essais cliniques (Figure 14). Cependant, en dépit de
leur efficacité, ces vecteurs présentent divers inconvénients comme la taille limitée du
transgene, les réactions immunogenes et inflammatoires qui peuvent €tre particulicrement
génantes lors des réadministrations ultérieures, les risques de mutagenese insertionnelle liés a
une intégration non controlée du matériel génomique viral dans le génome du patient. Les
vecteurs viraux se heurtent également aux problemes de production a grande échelle (cout de
production et surtout la reproductibilité des lots). La nature offre un large choix de virus que
I’on peut modifier pour en faire des vecteurs. Les plus utilisés sont les adénovirus, les
rétrovirus, les adénovirus associés (AAV), les virus de I’herpés simplex et les lentivirus

(Figure 14).

4.1.1 Les adénovirus

Les premiers essais de thérapie génique de la mucoviscidose ont utilisés des vecteurs
dérivés des adénovirus, en raison de leur tropisme naturel pour 1’épithélium des voies
aériennes [326]. Il s’agit de virus nus & ADN double brin de 36 a 40 kb et de diamétre
d’environ 90 a 100 nm. Ces derniers sont capables d’entrer dans les cellules par endocytose
grace a des récepteurs cellulaires spécifiques CAR (Coxsackie and Adenovirus Receptor)
[326], et peuvent transfecter efficacement les cellules quiescentes et en division, par un
transfert épisomal de leur matériel génomique, ce qui élimine tout risque de mutagenese
insertionnelle.

Des études précliniques sur les épithéliums nasaux de patients CF et pulmonaires
d’animaux mode¢les (souris) ont rapporté des résultats positifs et transitoires [327-329], en
particulier sur le plan de la correction partielle de la différence de potentiel transépithéliale
(DDP) [330], ainsi qu’une bonne tolérance chez 1I’homme & des doses faibles voire
intermédiaires [331]. Néanmoins, chez les patients mucoviscidosiques, la thérapie génique a
I’aide des adénovirus n’a pas donné des résultats encourageants [332]. En effet, des réactions

inflammatoires importantes ont été rapportées. De telles réactions sont sans doute favorisées
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dans le cas de la mucoviscidose, au vu de 1’¢tat inflammatoire sous-jacent. L’autre
inconvénient de ce type de vecteurs est leur faible entrée dans les cellules de 1’épithélium
respiratoire [333]. En effet, les récepteurs CAR spécifiques des adénovirus sont absents a la
surface apicale des cellules épithéliales pulmonaires humaines [326]. Ces récepteurs sont
exprimés au pole baso-latéral des cellules épithéliales [326], mais ne sont pas accessibles en
raison des jonctions serrées présentes entre les cellules. Un essai clinique de thérapie génique
a I’aide d’un adénovirus administré par aérosol avait démontré qu’avec des doses relativement
faibles, 1’expression du transgéne CFTR restait détectable sans qu’il y ait eu modification de
I’état inflammatoire ou immunologique [334]. Par la suite, la faisabilité des administrations
répétées d’adénovirus CFTR a été évaluée dans plusieurs essais cliniques [331,335]. Au total,
une dizaine de protocoles cliniques de thérapie génique de la mucoviscidose a 1’aide des
vecteurs dérivés des adénovirus ont ainsi €té effectués depuis 1993. Globalement, ces études
cliniques ont montré que : (a) sur le plan moléculaire (ARNm, protéine) I’expression du
transgene CFTR était détectable, (b) la mesure de la DDP nasale met en évidence une
correction partielle du transport des ions chlores parfois, (c) I’état inflammatoire pulmonaire
était dose-dépendante et (d) Defficacité¢ du transfert diminuait lors des administrations
répétées [331,336,337]. Pour contourner les inconvénients rencontrés avec ces virus, des
vecteurs de nouvelles générations ont été développés, particulierement les virus « gutless »
dépourvus de ses genes viraux, ce qui devrait diminuer la réponse immunitaire [336], ou
encore des vecteurs capables de cibler d’autres récepteurs que le récepteur commun CAR, ce
qui permettrait de transduire les cellules par leur pole apical. Une étude a démontré que la
transduction des cellules par leur pdle apical pourrait diminuer la toxicité des vecteurs dérivés
des adénovirus [338]. Une autre approche envisagée pour limiter la réponse immunitaire
humorale vis-a-vis des protéines de la capside virale est de rendre les virus furtifs (stealth
virus) invisibles pour le systtme immunitaire, a 1’aide d’un recouvrement adéquat; la
pégylation [336]. La pégylation a permis de réduire la réponse cytotoxique des cellules T et la
production des anticorps contre les particules virales, et par conséquent 1’expression du
transgene a été prolongée de facon significative de 4 a 42 jours apres administration [336].

Cependant, I’administration répétée de 1’adénovirus pégylé n’a pas réussi.

4.1.2 Les adénovirus associés
Les vecteurs dérivés des virus adéno-associés (AAV) ont été développés comme
alternative aux vecteurs adénovirus. Les AAV sont de petits virus d’un diamétre d’environ 20

a 25 nm a ADN simple brin, appartenant a la famille des parvovirus. En raison de leurs
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propriétés multiples telles que 1’existence de nombreux sérotypes et un large tropisme, la
longue durée de I’expression du transgene, la bonne tolérance et 1’absence de pathogénicité
chez I’homme et le fait qu’ils soient peu immunogenes, les AAV ont suscité beaucoup
d’intérét pour le transfert de génes [336]. Les limites des AAV sont la taille limitée du gene a
transférer, I’inefficacité a traverser la membrane apicale des cellules épithéliales et la réponse
immunitaire antivirale induite suite aux administrations répétées [336,337,339]. Environ 12
sérotypes humains ont été identifiés, mais c’est le sérotype 2 (AAV2) qui est le plus étudié et
le plus utilisé pour 1’instant [8,336].

Durant la derniere décennie, une demi-douzaine de protocoles cliniques de thérapie
génique de la mucoviscidose, ont été réalisés en utilisant le vecteur AAV2 TgAAV-CFTR
(Targeted Genetics Corp), qui utilise un promoteur faible de la région terminale LTR (Long
Terminal Repeat Sequences) du AAV pour induire I’expression du transgene [336]. Les essais
initiaux de phase I ont montré la bonne tolérance de ces vecteurs et ont rapporté quelques
résultats encourageants, comme une légere amélioration des fonctions respiratoires, une
diminution de I’IL-8 dans les expectorations et une augmentation de la cytokine anti-
inflammatoire 1’IL-10 [318,340-342]. Cependant, 1’essai clinique de phase II de
réadministrations par aérosol sur une plus grande cohorte (100 patients) n’a montré aucune
amélioration statistiquement significative de la fonction respiratoire, et les espoirs initiaux
n’ont pas pu donc étre confirmés [317]. Le développement d’une réponse immunitaire
antivirale ainsi qu’une trop faible efficacité des AAV2 a transduire via le pole apical, et le fait
que le promoteur LTR utilisé pour entrainer I’expression du transgéne est trop faible,
pourraient étre a I’origine de ces résultats négatifs. Les recherches visant a résoudre les limites
des AAV et d’améliorer leur efficacité ne cesse de progresser. Pour cela, des AAV2 contenant
des capsides de sérotypes 1, 5, 6, et 9 ont été développés, et semblent étre plus efficaces, dans
la transduction des cellules épithéliales des voies aériennes par rapport aux AAV?2 classiques
[343,344]. L’usage des AAV est souvent limitée par I’absence des récepteurs HSPG (Heparan
Sulfate Proteo Glycan) spécifiques de ces virus a la surface des cellules cibles [345]. Ainsi,
des régions spécifiques ont été identifiées au niveau des protéines de la capside, et qui
peuvent servir pour I’insertion de petits peptides exogenes [345]. Shi et al. ont démontré que
I’incorporation d’une séquence contenant le peptide RGD (Arg-Gly-Asp) permet aux AAV de
transduire efficacement les cellules exprimant des intégrines, indépendamment des récepteurs
HSPG [345]. IIs ont également démontré qu’en raison du large tropisme des AAV (muscle
(AAVS, AAVY), la rétine (AAV2)), ces nouveaux vecteurs sont capables de transduire de

maniere efficace des tumeurs in vivo résistantes aux AAV2, ceci suggere que ces vecteurs
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peuvent offrir des avantages thérapeutiques considérables [345]. White et al. ont
génétiquement modifi€ la capside des AAV2, en incorporant des ligands peptidiques (ex.
THALWHT,...) ayant une haute affinité¢ pour 1’épithélium respiratoire humain au niveau de la
région en boucle des protéines de la capside [346]. Ils ont démontré, que le nouveau vecteur
AAV?2 contenant la séquence peptidique THALWHT au niveau des protéines de la capside
permet une forte transduction dans les cellules épithéliales indifférenciées des voies aériennes
humaines, mais également dans les cellules polarisées [346]. Point important, ce nouveau
vecteur a pu transduire les cellules indépendamment du récepteur HSPG [346].
L’incorporation de ces ligands sur d’autres sérotypes d’AAV, ayant déja montré des
efficacités intéressantes sur le transfert de genes dans 1’épithélium respiratoire humain,
pourrait améliorer 'utilisation et 1’application des AAV dans le cadre de la thérapie génique
de la mucoviscidose. D’autres stratégies visant a surmonter les difficultés d’encapsidation de
grandes séquences d’ADN par les AAV ont été mises au point, comme par exemple des
approches de trans-épissage [347], ou de recombinaison homologue [348]. Le principe
élémentaire de ces approches consiste a scinder un grand gene en deux parties, puis a cloner
chaque partie dans deux vecteurs distincts, et les introduire simultanément dans la cellule
cible. La partie 5° de ’ADNCc est clonée dans un vecteur, en aval d’un promoteur choisi, et en
amont d’un site accepteur d’épissage, tandis que la partie 3’ est clonée dans un autre vecteur,
en aval d’un site accepteur d’épissage. La concatémérisation entraine la formation
d’hétérodimeres, et la transcription produit ainsi des pré-ARNm dont la maturation par
épissage assemble les deux parties et élimine les parties terminales du vecteur aboutissant
ainsi a I’expression de longs transgenes [347,349-351], tel que le CFTR [352]. Ces nouvelles
techniques n’affectent pas les propriétés transfectantes du vecteur. Ainsi, Halbert et al. ont
démontré que le vecteur de recombinaison AAV2/6 (ITR (Inverted Terminal Repeat
Sequence) du AAV2 et la capside du AAV6) est aussi efficace dans la transduction des
cellules pulmonaires de souris que le virus non modifié [348]. Toujours dans ’optique de
surmonter les limites de transport des AAV, d’autres stratégies consistant a raccourcir la taille
de I’ADNc des genes, notamment pour le CFTR ont été développées. Ostedgaard et al. ont
montré que ’ADNc CFTR dont une partie du domaine R a été supprimée conduit a une
correction partielle du transport des ions chlores in vitro [353]. Une autre étude a établi la
preuve de principe qu'un rAAV?2/5 portant un ADNc CFTR tronqué produit des ARNm
spécifiques du vecteur et permet 1’expression de la protéine CFTR chez des primates non
humains [7]. Par la suite, Mueller et al. a montré que ce vecteur (rAAV5-CFTR tronqué)

induit une correction partielle de I’allergie a 1’aspergillose broncho-pulmonaire (ABPA :
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Allergic Broncho Pulmonary Aspergillosis), un phénotype clinique qui se produit sur un
modele murin cf” [354]. Le type de promoteur a également toute son importance dans
I’efficacité de transduction des AAV. Dans ce contexte, une ¢tude avait montré que le vecteur
AAV?2/5 contenant le promoteur hybride constitué d’un enhancer CMV, d’un promoteur et
d’un site donneur d’épissage de la B — actine, et d’un site accepteur de 1’épissage (promoteur
CAG) de la B — globine était plus efficace et aboutissait a une transduction de 90% des
cellules des voies aériennes de souris [355]. Concernant la réponse immunitaire, elle pourrait
étre théoriquement limitée par 1’utilisation de vecteurs dépourvus de capsides.

Cependant, 1l est difficile de conclure de fagon ferme sur la faisabilité des
réadministrations des vecteurs AAV chez ’homme. En effet, les résultats précliniques sont
trés variables, en fonction du modele animal, de la voie d’administration, du sérotype AAV
[356-359], de la dose, de la fréquence des administrations, et de I’utilisation ou non d’un

traitement immunosuppresseur [336].

4.1.3 Les rétrovirus

Les rétrovirus sont des virus enveloppés, avec un diametre de 110 a 125 nm, dont le
patrimoine génétique est un ARN a double brin homologue, rétro-transcrit en ADNc lors du
cycle infectieux. Ils ont été les premiers virus utilisés comme vecteurs de transfert de genes
[360]. Les plus couramment utilisés dérivent des rétrovirus de la leucémie murine, plus
particulierement du virus de Moloney (Mo-MLV) [361]. Les vecteurs développés a partir de
ces virus sont dépourvus des séquences gag, pol et env essentielles a la réplication virale,
seules les séquences LTRs nécessaires a leur intégration dans les chromosomes, et la
séquence y permettant ’encapsidation sont conservées. Les rétrovirus sont capables de
transduire un grand nombre de cellules cibles, puisque les protéines de I’enveloppe virale sont
capables de se lier a de nombreux récepteurs présents a la surface de nombreux types
cellulaires. Ainsi, le nouveau gene transféré se transmet depuis la cellule mere aux
générations successives de cellules filles de fagon égale, permettant ainsi une expression
stable du gene d’intérét a long terme. Cependant, ces vecteurs rétroviraux ne peuvent pas
infecter les cellules quiescentes (cellules musculaires, neurones, cellules de I’épithélium
respiratoire, ...). Cette particularité limite donc leur utilisation en thérapie génique, étant
donné que les cellules cibles du transfert de genes sont le plus souvent des cellules qui ne se
divisent pas ou peu. Parmi les autres freins a leur usage, la taille limitée de la séquence a
transférer (< 8 kb), le manque de spécificité et le risque de mutation insertionnelle [362,363].

Ceci dernier point peut conduire a 1’activation d’oncogenes, causant le dysfonctionnement du
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cycle cellulaire, comme ce fut le cas des « bébés bulles » ayant développés des leucémies
[364]. En raison de tous ces inconvénients, 1’utilisation des vecteurs dérivés des rétrovirus est
contournée a la thérapie génique ex vivo. Des vecteurs rétroviraux hybrides appelés « virus
pseudotypés » et contenant 1’enveloppe d’un autre virus reconnue de facon spécifique par les
cellules cibles, ont ainsi été¢ mis au point pour tenter d’améliorer la spécificité de ces vecteurs
pour un type cellulaire [365,366]. Une autre approche consiste a greffer un ligand particulier
spécifique des cellules cibles, au niveau des protéines de 1I’enveloppe virale responsables de la
liaison aux récepteurs cellulaires [367]. Une autre alternative aux rétrovirus est 1’utilisation

des lentivirus. Il faut noter que les rétrovirus n’ont pas été utilisés dans la mucoviscidose.

4.1.4 Les lentivirus

Les lentivirus (ex. HIV : Human Immunodeficiency Virus), une sous famille des
rétrovirus, ont récemment €té envisagés comme alternative aux vecteurs rétroviraux pour
diverses applications qui reposent sur le transfert de génes. A la différence des rétrovirus, les
lentivirus sont capables de transduire des cellules qui ne se divisent pas (cellules souches,
pulmonaires, hépatiques, musculaires, neurones, ...) et des cellules en division [368], ce qui
fait d’eux des vecteurs appropriés pour la transduction des cellules différenciées des voies
aériennes, et notamment dans le cadre de la thérapie génique de la mucoviscidose [369,370].
Par ailleurs, ils s’integrent dans le génome de la cellule infectée. La plupart des vecteurs
lentiviraux sont dérivés du virus HIV, mais également du virus SIV (Simian
Immunodeficiency Virus). Les vecteurs lentiviraux ont démontré une efficacité clinique
significative chez les personnes atteintes du syndrome de Wiskott-aldrich [371], et de la
leucodystrophie métachromatique [372]. De plus, un essai chez des patients atteints de la
maladie de Parkinson, a démontré 1’innocuité a long terme et la tolérance de 1’injection directe
du vecteur dans le cerveau [373]. Ces vecteurs n’ont cependant pas un tropisme naturel pour
1’épithélium pulmonaire. Ainsi dans le cadre de la thérapie génique de la mucoviscidose, ceci
a amené a développer des vecteurs lentiviraux pseudotypés par des protéines d’enveloppe
appropriées capables d’interagir avec la surface apicale des cellules épithéliales respiratoires
pour réaliser une transduction efficace [374,375]. La protéine d’enveloppe du virus VSVG
(Vesicular Stomatitis Virus G), qui est largement utilisée ne transduit pas efficacement les
cellules épithéliales des voies aériennes via le pdle apical, mais cette efficacité peut €tre
améliorée par une pré-administration de molécules (ex. Lysophosphatidylcholine ‘LPD’)
entrainant 1’ouverture des jonctions serrées, permettant au vecteur lentiviral d’accéder a la

membrane basolatérale des cellules cibles [376]. Toutefois, il est actuellement impossible de
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savoir si I’ouverture des jonctions serrées dans les poumons infectés par des bactéries est sans
risque pour le patient [370]. Ainsi, d’autres protéines d’enveloppes virales ont été testées,
pour créer de nouveaux vecteurs lentiviraux pseudotypés, citons 1’hémagglutinine du virus
influenza (HA) [377], et la glycoprotéine gp64 du baculovirus [378]. Les vecteurs dérivés des
lentivirus ayant comme protéines d’enveloppe les protéines F/NH du virus Sendai, un virus
extrémement efficace pour infecter les cellules épithéliales respiratoires de facon transitoire
[379,380], se sont montrés efficaces pour la transduction des cellules épithéliales des voies
respiratoires (environ 5% de cellules ciliées transduites in vivo chez les souris). Une
administration unique a suffi pour induire une expression soutenue du transgene durant la
durée entiere de la vie de la souris [323,381-383]. Cette expression durable pourrait étre liée a
la transduction de cellules souches pulmonaires, ou a une durée de vie des cellules épithéliales
respiratoires plus longue que celle classiquement référencée [383], pouvant aller jusqu’a 17
mois environ [384]. L’efficacité des vecteurs lentiviraux est conservée lors des
administrations répétées, ce qui explique que ces vecteurs sont capables d’échapper a la
réponse immunitaire adaptative, sans que 1’on comprenne clairement comment cela est
possible sur le plan immunologique [385]. Le consortium britannique de thérapie génique de
la mucoviscidose prévoit de lancer un essai clinique en 2017, visant a établir une étude
complete et formelle sur la sécurité de 1’utilisation des vecteurs lentiviraux pseudotypés au
niveau de 1’épithélium respiratoire et sur leurs potentiels effets toxiques [322]. Ces qualités
uniques font des vecteurs lentiviraux des candidats attractifs pour la thérapie génique de la
mucoviscidose. Cependant, certains obstacles liés aux problemes de production a grande
échelle et a la sécurit¢ d’emploi de ce type de vecteurs intégratifs restent a identifier et a

surmonter.

4.1.5 Conclusion

Les vecteurs viraux sont certes tres efficaces pour le transfert de genes, en termes de
délivrance mais aussi d’expression, mais présentent de séveres inconvénients que la recherche
essaye de surmonter. Notamment, la taille de la séquence génique a transférer est limitée, les
fortes réactions immunitaires et inflammatoires observées qui empéchent les réadministrations
nécessaires pour le maintien de [’expression, la pathogénicit¢é due a des mutations
insertionnelles. De plus, leur production a grande échelle est tres difficile et coliteuse. Les
vecteurs lentiviraux, contrairement aux adénovirus et AAV recombinants, semblent
prometteurs, et paraissent relativement peu immunogenes et efficaces a long terme méme lors

des administrations répétées. Cependant, les lentivirus recombinants n’ont pas encore été
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évalués chez des patients mucoviscidosiques. Ce sont les essais cliniques futurs donc qui vont
confirmer ou infirmer les espoirs placés en eux. C’est pour palier aux limites des vecteurs

recombinants viraux que les vecteurs synthétiques ont été envisagés comme alternative.

4.2 Les approches non virales
Comme alternative aux vecteurs viraux, de nouvelles techniques de transfert de genes
dites non-virales se sont développées. Ces approches se déclinent en deux catégories

principales, les méthodes physiques et chimiques.

4.2.1 Approches physiques
De nombreuses méthodes physiques ont été développées pour favoriser le transfert de

genes dans un organe cible ou dans 1’organisme entier (Figure 15).
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Figure 15 : Principales méthodes physiques de transfert de genes ; (A) électroporation, (B)
Ultrasons (sonoporation), (C) magnétofection, (D) Gene Gun et (E) Jet injection (modifiée

d’apres [386])).
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4.2.1.1 ADN nu

L’injection directe de ’ADN thérapeutique nu dans un tissu cible est la technique la plus
simple de transfert de genes, utilisée dans environ 17.4% des essais cliniques (Figure 14).
Cette approche s’est montrée efficace, particulierement pour le transfert d’acides nucléiques
dans la peau [387], et dans le muscle [388—391]. Cependant, la quantité d’ADN internalisée
dans les cellules est trop faible et I’expression reste localisée au niveau du site d’injection. De
plus cette approche reste limitée aux organes relativement accessibles comme la peau et le
muscle des membres. L’administration systémique n’est pas envisageable, puisque I’ADN nu
serait alors trés rapidement dégradé par les protéines du sérum [392], et sa demi-vie
plasmatique est tres courte [393]. En revanche, la vaccination constitue une des applications
majeures de I’injection d’ADN nu. En effet, depuis les années 90, il a été rapporté dans de
nombreux modeles animaux de cancer ou de maladies infectieuses, que 1’injection directe de
I’ADN nu dans le muscle ou la peau aboutissait a la production d’antigénes protéiques in situ
et & I’induction d’une réponse immunitaire protectrice [394-396]. De plus, ’ADN nu ne
provoque pas de réponse immunitaire spécifique, seule la présence des motifs CpG non
méthylés sur I’ADN plasmidique favorise la réaction inflammatoire et immunitaire [396].
Ceci pourrait étre bénéfique pour la thérapie vaccinale. Cependant, les risques de dégradation
par les DNAses présentes dans le sérum et d’¢limination par le systéme de phagocytes
mononuclées (MPS) subsistent et limitent par conséquent, les champs d’application de
I’approche par I’injection directe d’ADN nu.

L’injection hydrodynamique consiste en 1’injection rapide d’un grand volume d’une
solution isotonique d’ADN dans la circulation systémique, via la veine caudale de souris et/ou
de rats [397-399]. Une expression du transgene a été détectée au niveau hépatique suite a une
injection hydrodynamique [400]. Ceci est en fait la conséquence de I’accumulation du bolus
en exces au niveau de la veine cave inférieure [400], qui induit par surpression la
perméabilisation de 1’endothélium des capillaires et des hépatocytes, permettant ainsi le
passage de I’ADN [400,401]. Une autre approche qui consiste en une injection
hydrodynamique dans la veine saphene de souris (HLV : Hydrodynamic Injection saphenous
Vein) sous pression tout en bloquant la circulation sanguine avoisinante [402], a donné lieu a
des résultats similaires avec 10 a 40 % de cellules musculaires transfectées [402,403]. Ce
mode d’administration est siir et des administrations répétées peuvent étre réalisées sans
risque d’induire des conséquences graves [400,404]. HLV a été utilisée pour délivrer I’ADNp
codant pour la dystrophine chez les souris mdx, donnant lieu a une amélioration de la fonction

musculaire [405]. Cette voie d’administration a également été évaluée chez les chiens [406],
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les primates non humains [407], et les personnes atteintes de dystrophie musculaire [408].
Afin de réduire les variabilités liées a I’expérimentateur et ainsi standardiser le protocole, un

dispositif d’injection contrdlée par ordinateur a été mis au point [409].

4.2.1.2 Le canon a ADN

Le canon a ADN ou « Gene Gun » ou encore biolistique fut utilisé pour la premiere fois
sur cellules végétales en 1987 (Figure 15) [410], puis étendue aux cellules et tissus de
mammiferes [411,412]. Cette technique consiste & bombarder un tissu cible a I’aide d’un
canon a ADN avec des particules métalliques inertes, essentiellement d’or ou de tungsténe,
d’environ 1um de diametre, recouvertes d’ADN. Ces particules sont propulsées a 1’aide d’un
gaz (hélium) dans les cellules et/ou tissus cibles permettant ainsi I’entrée directe de I’ADN
dans le cytoplasme des cellules cibles. Lee et al. ont démontré que les nanoparticules de
chitosan en combinaison avec 1’approche de « gene gun » donnent des résultats similaires aux
particules métalliques [413]. Ces nanoparticules de chitosan pourraient donc étre utilisées
comme alternative a 1’utilisation et a I’introduction des métaux non-biodégradables dans
I’organisme. Néanmoins, la principale utilisation de cette technique est I’immunisation

génétique au niveau de la peau [414].

4.2.1.3 Le jetinjection

Le jet injection est un mode d’administration locale de molécules d’intérét, sans recours a
une aiguille (Figure 15). Cette technique est essentiellement utilisée pour la délivrance
d’hormones, d’insuline [415], pour I’immunisation [416], et pour les anesthésiants locaux
[417,418]. Lors d’un jet injection pour le transfert de geénes, la solution d’acides nucléiques
est délivré sous forme d’un jet a haute pression sur les cellules et/ou tissus cibles, permettant
ainsi I’introduction de ’ADN d’intérét dans les cellules cibles. Ainsi, cette technique a été
évaluée dans le cadre de transfert de genes pour le cancer de colon [419,420], pour le
mélanome et le cancer de sein [421], et pour I’immunisation génétique [422,423]. Des
expériences de délivrance d’ADN associés a des particules polymériques par le jet injection
ont également été menées [424]. Cependant, cette approche reste limitée aux organes
accessibles comme la peau, et semble difficilement applicable aux organes profonds tel que le

poumon.

4.2.1.4 La sonoporation
Consiste a appliquer des ultrasons pour perméabiliser les membranes des cellules et ainsi
augmenter le trafic intracellulaire des molécules d’intérét (Figure 15). L’ADN nu est en

général co-injecté avec des microbulles de 1 a 3 um de diametre, constituées de protéines, de
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lipides ou de polymeéres, et remplies d’air ou d’un gaz inerte. On peut citer a titre d’exemple,
les microbulles Optison™ (GE Healthcare) composées de perfluoropropane, encapsulées dans
une sphére d’albumine humaine. Le premier résultat de transfert de génes par sonoporation a
dans les cellules de mammiferes, a été décrit dans les années 90 [425]. Depuis, cette approche
s’est montrée efficace sur une grande variété de tissus tels que le muscle squelettique
[390,426,427], les tumeurs solides [428,429], et les cellules neuronales [430], mais également
dans des organes profonds comme le cceur et le pancréas aprés administration systémique
d’ADN d’intérét [431,432]. Cependant, le mécanisme de la sonoporation n’est pas
entiecrement élucidé, mais pourrait étre expliqué par le phénomene dit de « cavitation
acoustique » [433]. En effet, la propagation d’ultrasons dans un liquide crée des phases de
compression et de dépression d’un élément de liquide. Si I’amplitude de la phase
dépressionnaire est suffisamment grande, des bulles se forment au sein méme de la phase
liquide, pour croitre et finalement imploser : c’est la cavitation acoustique. Cette dernicre
entraine donc une perturbation mécanique associée a une libération d’énergie, qui pourrait
perméabiliser les membranes des cellules avoisinantes. Le niveau de perméabilisation des
membranes cellulaires dépend de la fréquence et de I’intensité des ultrasons, et aussi de la
durée d’exposition [434]. L’ajout de microbulles lors du transfert d’acides nucléiques permet
d’augmenter les sources de cavitation, la destruction de chaque microbulle induit une réaction

en cascade de cavitation [435].

4.2.1.5 L’éléctroporation

L’¢électroporation ou électrotransfert consiste a appliquer de courtes impulsions d’un
champ ¢électrique au niveau du tissu cible apres injection de I’ADN, pour induire une
électroperméabilisation transitoire des membranes cellulaires, et permettre I’entrée d’ADN ou
d’autres molécules dans les cellules cibles (Figure 15). Cette approche est utilisée depuis 1982
[436], sur modeles cellulaires [437] et animaux, principalement dans le cadre de transfert du
genes appliqué au mélanome [438], ou dans une approche de vaccination [439]. Elle a
également été évaluée in vivo pour le transfert d’ADN a destination de 1’épithélium

pulmonaire, donnant lieu a une expression du gene rapporteur 100 fois plus importante

qu’apres administration d’ADN nu [440].

4.2.1.6 La magnétofection
La magnétofection est basée sur 1’utilisation d’un puissant champ magnétique, qui permet
I’accumulation d’acides nucléiques associ€és a des nanoparticules supramagnétiques a base

d’oxyde de fer sur les membranes cellulaires cibles (Figure 15). Cette technique a également
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été utilisée en combinaison avec des vecteurs viraux et synthétiques dans des essais menés in
vitro et in vivo [441,442]. Les nanoparticules magnétiques se sont avérées siires et efficaces
pour la transfection des astrocytes de rats, qui survivent et se différencient ensuite en tissu
neuronal en 3 dimensions [443]. Ces astrocytes transfectées pourraient former la base d’une «
nanoplatforme multifonctionnelle » dans le cadre de la transplantation de cellules neuronales
[443]. 11 a été également démontré que les particules magnétiques offrent une alternative
simple et efficace aux vecteurs viraux, dans le cadre de transfert de genes dans les cellules
souches neuronales en neurobiologie et la recherche en transplantation des neurones [444]. La
magnétofection a attiré 1’intention de nombreux chercheurs travaillant avec des systémes
nanoparticulaires. Des systémes d’administration sous forme d’aérosol ont été développés,
appelés magnétosols, pour améliorer le ciblage des genes délivrer a destination du poumon
[445]. Les magnétosols sont des aérosols magnétisés constitués de gouttelettes contenant un
complexe de transfert de genes (fluorescéine ou ADNp complexé) et des nanoparticules
supramagnétiques d’oxyde de fer (SPIONs), et sont guidés par un gradient de champ
magnétique externe [445]. Les magnétosols constitués par des complexes PEI-ADNp et
SPIONs ont été aérosolisés dans les poumons des souris. Les résultats obtenus ont démontré
une accumulation 2 a 3 fois plus élevée de la fluorescéine et de I’expression spécifique d’un
transgene dans les régions pulmonaires de souris qui avaient été exposées a un gradient
magnétique externe au cours de la nébulisation par rapport aux souris témoins sans aucune
exposition a champ magnétique [445]. En conclusion, les résultats de cette étude apportent la
preuve de concept de la possibilité de ciblage magnétique des médicaments dans les poumons
pour le traitement d'une variét¢ de maladies pulmonaires. L’utilisation des nanomagnétosols
pourrait améliorer la thérapie par aérosol, en diminuant les effets secondaires nocifs et en

augmentant l'efficacité du traitement des médicaments.

4.2.2 Approches chimiques

Comme nous I’avons évoqué plus haut, les vecteurs viraux bien qu’ils soient efficaces
souffrent d’inconvénients majeurs. Quant aux méthodes physiques elles sont pour la plupart
difficilement applicables aux organes profonds. Les recherches se sont donc orientées vers la
mise au point de nouvelles méthodes chimiques. Les approches chimiques sont basées sur des
vecteurs synthétiques obtenus par syntheése organique. Il s’agit essentiellement de molécules
cationiques capables d’interagir électrostatiquement avec les charges négatives portées par les
phosphates des acides nucléiques. Les complexes (vecteur/acides nucléiques) ainsi formés,

peuvent étre internalisés par les cellules. L’acide nucléique (plasmide) comporte une cassette
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d’expression eucaryote du transgene, est libéré dans le cytoplasme des cellules cibles pour
étre transcrit dans le noyau [446]. De facon tres générale, par rapport aux vecteurs viraux, les
avantages potentiels des vecteurs synthétiques sont multiples. Ainsi, la taille du gene a
transférer n’est pas limitée, point important pour la thérapie génique de la mucoviscidose
puisque la taille du plasmide codant pour le géne CFTR est d’environ 8kb. La facilité de
production a grande échelle & moindre cout est possible. La faible toxicité et surtout 1’absence
d’immunogénicité des vecteurs constituent des atouts importants. Ce dernier point étant
capital quand des administrations répétées sont envisagées. Cependant, bien qu’il soit difficile
de mener des études comparatives entre les vecteurs viraux et les vecteurs chimiques, les
études précliniques réalisées jusqu'a présent ont montré que les vecteurs synthétiques en
général demeurent moins efficaces que les vecteurs dérivées des virus. De plus, il est souvent
trés difficile voire impossible d’extrapoler les résultats obtenus in vitro aux données obtenues
in vivo, et a fortiori a la clinique. Ceci est dii notamment aux obstacles cellulaires rencontrés
par les vecteurs, leur trafic intracellulaire dans les milieux biologiques, et aussi a 1’absence de
motifs spécifiques pouvant faciliter I’entrée dans la cellule, aider a I’échappement endosomal,
a la migration dans le cytoplasme et a I’entrée dans le noyau afin d’y étre transcrit. Au fil de
leur évolution, les virus ont naturellement développés des stratégies efficaces pour surmonter
chacune des étapes du trafic intracellulaire. Barrieres mises en place par I’organisme pour se
protéger de ces séquences exogenes. Par ailleurs, la nature de la séquence nucléique
transportée a toute son importance. Celle-ci a d’ailleurs longtemps été négligée, mais des
progres importants ont récemment €té réalis€és en ce qui concerne le design du plasmide
transféré, et notamment pour la mucoviscidose [447]. Ceci concerne a la fois sa partie
eucaryote que sa partie procaryote.

Une multitude de vecteurs non-viraux incluant plusieurs types de lipides cationiques et de
polymeres cationiques ont été développés, certains ayant d’ores et déja été évalués lors
d’essais cliniques (ex. GL67A [321]). Les vecteurs cationiques sont capables de s’associer par
interactions électrostatiques avec les phosphates anioniques des acides nucléiques, le
compacter, et engendrer des complexes plus ou moins homogenes appelés lipoplexes (ADN/
liposomes), polyplexes (ADN/polymere) ou lipopolyplexes (ADN/polymere/liposomes). En
fonction de la quantité de vecteur utilisée par rapport a la masse d’ADN, les complexes
formés sont de charge globale positive, négative ou neutre. Par ailleurs, il est réellement
difficile de comparer les différents vecteurs entre eux, en raison de nombreux parametres qui
varient entre les études (la structure chimique du vecteur, formulation des systemes

vecteur/acides nucléiques, modeles cellulaires et animaux utilisés ainsi que le mode
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d’administration).Tous ces éléments ont vraisemblablement une forte incidence sur
I’efficacité finale et la toxicité des vecteurs. Le challenge des vecteurs synthétiques est donc
d’acquérir les propriétés structurales qui leur permettront de résister et de surmonter les
différentes barrieres extra- et intracellulaires auxquelles ils sont confrontés, pour y délivrer
efficacement le géne d’intérét. Un vecteur idéal doit ainsi répondre a de nombreux criteres,
que sont :
e Interagir et former des complexes nanométriques avec les acides nucléiques a transférer
e Protéger les acides nucléiques de tout risque de dégradation depuis le site d’injection
jusqu’aux noyaux des cellules cibles
o FEtre tissu ou cellules-spécifiques; c'est-a-dire faciliter la fixation des complexes
(ADN/vecteur) sur les membranes des cellules cibles, aidant ainsi a leur internalisation
e Faciliter I’échappement endosomal
e Permettre le trafic intracellulaire de ’ADN, la migration dans le cytoplasme et aider a
I’entrée dans le noyau
e (e vecteur doit donc allier efficacité, sécurité et innocuité pour le tissu cible
Afin de répondre a ces exigences, le développement de vecteurs non-viraux n’a cessé
d’évoluer au cours de ces dernicres années. Les principes actifs que constituent les acides
nucléiques ont d’abord été utilisés seuls, puis incorporés dans divers systemes de délivrance
de genes comme les vecteurs dérivés des virus et les vecteurs chimiques. Par la suite,
différents composés (ex. PEG, DOPE, les motifs imidazoles,...etc.) ont ét€ rajoutés aux
formulations pour apporter des caractéristiques nouvelles, comme aider la construction
d’acide nucléique a échapper au systeme immunitaire, favoriser et améliorer 1’échappement
endosomal, apporter de la furtivité et enfin, augmenter 1’efficacité de transfection des
complexes [6]. Pour favoriser le trafic nucléaire des acides nucl€iques, des séquences d’ADN
spécifiques reconnues par les facteurs de transcription NFkB ont également été insérées dans
la séquence de la construction d’acide nucléique portant le géne d’intérét [14]. Les recherches
dans ce sens ne cessent de progresser, pour améliorer et optimiser aux mieux les nouvelles
formulations, et augmenter leur efficacité de transfection tout en limitant leurs effets
secondaires.
Les vecteurs synthétiques peuvent €tre classés en deux grandes catégories, les lipides

cationiques et les polymeres cationiques.
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4.2.2.1 Les lipides cationiques

Le développement de vecteurs synthétiques destinés a compacter et a véhiculer les acides
nucléiques a débuté dans les années 70. Il s’agissait essentiellement de liposomes dont la
capacité de fusion avec les membranes cellulaires [448,449], ainsi que leur potentiel de
délivrance de particules exogenes ont été démontrés dans plusieurs études [450-455]. La
recherche de nouvelles formulations a conduit au développement du premier lipide cationique
synthétique le DOTMA (Chlorure de N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-Triméthyl
ammonium) par Felgner et son équipe en 1987 [456]. Peu de temps apres, en 1989, c’est
I’équipe de J.P. Behr qui mettait au point un autre vecteur lipidique, une lipopolyamine
appelée DOGS (Dioctadecylamine-Glycine-Spermine) [457]. Depuis, une multitude de lipides
cationiques ont été développés. Il s’agit principalement de molécules amphiphiles qui d’un
point de vue structural posseédent 3 parties, a savoir une téte polaire hydrophile, un bras
espaceur de longueur variable et un domaine hydrophobe (Figure 16). C’est la téte cationique
qui interagit avec I’ADN, car elle est souvent composée par des fonctions amines protonées.
Ces interactions ¢lectrostatiques entrainent la formation d’un complexe supramoléculaire
structuré (lipide cationique / ADN) appelé lipoplexe, pouvant interagir avec la membrane
plasmique des cellules. Le bras espaceur (ou linker) permet de relier le domaine hydrophobe
et la téte polaire. La nature et la taille de 1’espaceur influent largement sur la stabilité et la
biodégradabilité du vecteur. Divers types de liaisons (éther, amine, ester ou amide) ont été
testées afin de déterminer laquelle permettrait d’augmenter le relargage d’acides nucléiques.
Le linker peut également étre utilisé comme support pour I’apport de nouvelles fonctions, afin
hydrophobe quant a lui est en général composé soit de deux chaines d’acides gras (saturées ou
insaturées), soit d’un motif cholestérol. Ce domaine a un role dans [’assemblage
supramoléculaire des complexes formés, mais également dans les interactions avec les

membranes cellulaires.
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Domaine hydrophobe

l

Téte polaire : Bras espaceur: Domaine hydrophobe:

Fonctions amines protonées nature et longueur variable Chaines lipophiles aliphatiques ou cholestérol

Role: Réle: Réles:

Interactions électrostatiques Stabilité et biodégradabilité =~ Assemblage supramoléculaire du complexe

avec ’ADN du vecteur Interaction avec les membranes cellulaire
Stabilité

Figure 16 : Représentation schématique de la structure chimique des lipides cationiques

Les lipides cationiques peuvent étre classés en 4 groupes principaux ; les lipides
monocationiques, les lipides polycationiques et les dérivés du cholestérol qui eux-mémes sont

monocationiques ou polycationiques. Seuls les principaux exemples seront décrits ci dessous.
4.2.2.1.1 Les lipides monocationiques

Ainsi, le DOTMA fut le premier lipide monocationique développé par Felgner et al. en
1987 (Figure 17). Ce vecteur est caractérisé par une téte cationique de type ammonium
quaternaire reli€e par espaceur de type 2,3-propyl-di-oxy, a un domaine hydrophobe constitué
de deux chaines oléiques monoinsaturées [456]. Par la suite, de nombreux analogues du
DOTMA furent synthétisés, en modulant la longueur des chaines aliphatiques, et/ou la taille
ou le type du bras espaceur. Ainsi, le DOTAP (méthylsulfate de N-[1-(2,3 dioleoyloxy)
propyl]-(N, N, N triméthyl ammonium) (Figure 17) [458], ou les fonctions éthers de
I’espaceur sont remplacées par des fonctions esters, offrait une plus grande efficacité de
transfection mais surtout une faible cytotoxicité par rapport au DOTMA [459]. Le
remplacement de la fonction éther par une fonction ester moins stable, a donc probablement
permis d’améliorer la biodégradabilit¢ du lipide. Le DORIE (1,2-dioleyloxypropyl-3-
dimethylhydroxyethylammonium bromide), qui differe du DOTMA par la substitution d’un
groupe méthyle par un groupe hydroxypropyle au niveau de ’amine quaternaire de la téte
polaire, présentait une efficacité de transfection 2 a 3 fois supérieure a celle du DOTAP in
vitro [460]. Des lipides monocationiques contenant des chaines saturées furent également
synthétisés comme le DMRIE (N-(2-hydroxyethyl)-N,N-dimethyl-2,3-bis(tetradecyloxy-1-
propanaminiumbromide) (Figure 17) [461]. Ce dernier associé a un lipide zwitterionique la

DOPE (Figure 17) a permis d’augmenter d’un facteur de 1000 la quantité de complexes
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(Lipide/ADN) administrée in vivo sans engendrer une toxicité [461]. L’ajout de la DOPE
favorise la formation de phase hexagonale inverse, D’autres analogues portant des tétes
cationiques de type pyridinium appelés SAINT (Synthetic Amphiphile INTeraction) (Figure
17) [462], ou des tétes cationiques protonables dérivées de I’acide aminé 1’alanine ont

également été synthétisés.
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Figure 17 : Structure chimique des principaux lipides monocationiques et du lipide

zwitterionique DOPE

Dans I’optique d’améliorer I’efficacité de transfection et de diminuer de la toxicité, une
multitude de composés monocationiques possédant des modifications au niveau des trois
domaines structuraux, ont depuis été mis au point et évalués dans le cadre de transfert de

genes.

4.2.2.1.2 Les lipides polycationiques
Les lipides polycationiques ont une plus forte densité de charge par rapport aux
monocationiques, et permettent un transfert de genes plus efficace que les vecteurs

monocationiques. En effet, la liaison entre la partie hydrophobe et la polyamine de type
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spermine est une liaison peptidique métabolisable, ce qui favorise la biodégradabilité du
vecteur et donc une toxicité réduite. Le DOGS, une lipopolyamine dérivée de la spermine, fut
le premier d’une longue série de lipides polycationiques a étre synthétisé (Figure 18) [457].
Le DOGS s’est montré efficace pour le transfert de genes méme sans ajout de colipide
(DOPE). Cependant les complexes (DOGS/DOPE) commercialisés sous le nom de
Transfectam® (promega), offrent une meilleure efficacité sur lignées cellulaires. D’autres
analogues ont également vu le jour par la suite, citons par exemple le DOSPA (2,3-
dioleyloxy-N-[2-(spermine-carboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanammonium

trifluoroacetate) appelé Lipofectamine  lorsqu’il est mélangé avec la DOPE au rapport

massique (3 :1) (Figure 18) [463].
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Figure 18 : Structure chimique des lipides polycationiques DOGS et DOSP A

4.2.2.1.3 Les dérivés du cholestérol

Le cholestérol a 1’état naturel, le cholestérol est impliqué dans la rigidit¢ membranaire. Il
apporte de ce fait de nouvelles propriétés aux vecteurs cationiques [464]. Le premier lipide
cationique dérivé du cholestérol décrit fut le DC-Chol (3-B-N-(N’, N’diméthylaminoéthane)-
carbamoyl]-cholestérol), dans les années 1990 par le Pr. Huang et son équipe (Figure 19)
[465]. Son potentiel de délivrance de genes a été démontré dans de nombreux types cellulaires

avec une toxicité faible. Il a d’ailleurs été démontré que le DC-Chol associé a de la DOPE
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était capable de transfecter efficacement I’épithélium nasal des patients mucoviscidosiques
[466]. Cet essai a démontré que les vecteurs synthétiques peuvent €tre réadministrés par les

voies aériennes avec succes sans perte apparente d’efficacité.
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Figure 19 : Structure chimique des lipides cationiques dérivés du cholestérol (DC-Chol,

BGTC et le GL67)

D’autres dérivés du cholestérol furent développés par la suite. A titre d’exemple, le BGTC
(Bis(guanidinium)-tren-cholestérol), caractérisé par une téte polaire de type guanidinium qui
favorise les interactions avec I’ADN (Figure 19) [467]. 1l a été démontré que le BGTC
transfecte efficacement 1’épithélium respiratoire de souris aprés administration intratrachéale
[468], et celui de foetus de mouton in utero [469]. Le BGTC en combinaison avec la DOPE
présente un degré de stabilité suffisant pour permettre une délivrance efficace du transgene
par voie d’aérosolisation [470]. Un autre dérivé de cholestérol mis au point est le GL67A
(Figure 19) [471]. La formulation GL67A/pCFTR administré par aérosol induit une correction
d’environ 25% du déficit de transport des ions chlores, mise en évidence par mesure de la
DDP transépithéliale au niveau des voies respiratoires inférieures [472]. Un grand nombre

d’études précliniques, menées sur souris of” [473], et chez la brebis [474] ont permis
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d’identifier la formulation GL67A/DOPE/DMPE-PEGsyy (lipide cationique/lipide
zwitterionique/stabilisateur stérique), comme étant la plus efficace parmi I’ensemble des
vecteurs non-viraux disponibles pour un usage clinique [475]. De plus, apres instillation
nasale, le GL67A induit une expression du transgene (CFTR) localisée essentiellement au
niveau des pneumocytes de type I de souris [476]. Ainsi, la formulation
GL67A/DOPE/DMPE-PEGs5(, complexé au plasmide pGM169 a récemment été évaluée dans
un essai clinique de thérapie génique de la mucoviscidose en Grande Bretagne [321]. Le
pGM169 est un plasmide totalement dépourvu des séquences CpG, ou ’ADNc du CFTR
humain est sous le contrdle transcriptionnel du promoteur hybride hCFEI (human cellular
elongation factor I) [321]. L’administration mensuelle de la formulation (GL67A/pGM169) a
été associée a une amélioration modeste de la FEV| en comparaison avec le groupe placebo.
Une stabilisation de la fonction pulmonaire a été rapportée dans le groupe traité [321]. De
plus, aucune différence significative n’a été enregistrée en terme d’effets indésirables entre le
groupe traité et le groupe contrdle [321]. Ces résultats constituent une avancée majeure pour
la thérapie génique non virale de la mucoviscidose, et encouragent a initier de nouveaux
essais cliniques au moyen de vecteurs synthétiques pour le transfert de genes.

Notre groupe a participé€ activement au développement des composés originaux avec des
tétes polaires différentes (phosphonium ou arsonium), des domaines hydrophobes divers (ex.
chalnes phytanyles), ainsi que beaucoup d’autres lipides synthétiques. (Voir point 4.2.2.3

Lipides cationiques du laboratoire).

4.2.2.2 Les polymeéres cationiques

Les polymeres cationiques constituent la seconde grande famille des vecteurs
synthétiques. Ils sont composés de polymeres portant plusieurs charges positives permettant
ainsi une meilleure condensation des acides nucléiques. Les polymeres cationiques sont
représentés par quatre grandes familles de composés : la polyéthyléneimine (PEI), la poly-L-
lysine (PLL), les dendrimeres et le chitosan. Seules les plus couramment utilisés, qui sont la

PEI et la PLL seront décrites.

4.2.2.2.1 Les dérivés de la polyéthyléneimine

La PEI est un polymere a haute densité de charges positives capables de condenser
efficacement les acides nucléiques. Il fut utilisé pour la premiere fois pour le transfert de
genes par J.-P. Behr et son équipe dans les années 1990 [477], puis commercialisé sous les
noms de Jet PEI et d’ExGen500 [478]. Les complexes formés, appelés polyplexes, sont tres

efficaces pour délivrer des genes aussi bien dans les cellules adhérentes que dans les non
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adhérentes [477]. Cette efficacité tient des propriétés physicochimiques de la PEL En effet, la
structure chimique du PEI incorpore une amine tous les trois atomes, ce qui lui confere une
densité de charges extrémement importante et donc une forte capacité de condensation de
I’ADN. De plus, la PEI possede des amines secondaires protonables en milieu acides, qui sont
capables de capter les protons dans les endosomes. Ceci induit une déstabilisation des
membranes endosomales par un effet tampon appelé « éponge a proton », essentiel durant le
trafic intracellulaire des polyplexes. Cet effet tampon entraine une entrée massive des ions
chlorures a l'intérieur des endosomes [479]. La forte augmentation de la concentration
ionique dans les endosomes s’accompagne d’une entrée conséquente d’eau par osmose, ce qui
induit une déstabilisation et une rupture membranaire suite au gonflement de I’endosome.
Ceci engendre donc la libération de I’ADN dans le cytoplasme [479—482]. 1l a d’ailleurs été
observé que le remplacement des amines protonables par des amines quaternaires non
protonables réduisait par 20 la capacité de transfection de la PEI [483]. L’exces de charges
cationiques des polyplexes formés favorise les interactions non-spécifiques avec les
membranes des cellules cibles, permettant leur internalisation par les cellules. Cependant, ce
polymere entraine une forte toxicité cellulaire, due a la PEI libre restant apres formation des
complexes, et qui représente environ 80% de la PEI totale [484]. Des effets 1étaux ont méme
été rapportés chez des souris ayant recu des complexes a base de la PEI linéaire de 25kDa par
voie systémique [485]. Cette forte toxicité a essentiellement été attribuée aux fortes quantités
de charges cationiques. La purification des polyplexes formés mene a la réduction de la
cytotoxicité [486], mais aussi de 1’efficacité de transfection, puisque la PEI libre internalisée
en méme temps que les complexes participerait a I’effet tampon menant a 1’échappement des

polyplexes des endosomes [486].
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Figure 20 : Structure chimique de la PEI sous forme branchée et linéaire

Selon son degré de polymérisation, la PEI peut étre sous forme linéaire ou branchée
(Figure 20), avec des poids moléculaires variables (22kDa, 25kDa, ...etc.). La forme et le
poids moléculaire de la PEI sont deux parametres importants, directement en lien avec
I’efficacité de transfert de genes de ce polymere. En effet, une relation proportionnelle entre le
poids moléculaire de la PEI (poids entre 600 et 70000 Da), I’efficacité de transfection et la
mortalité cellulaire a ét€ mise en évidence par Godbey et son équipe [487]. La forte toxicité
engendrée par la PEI [487,488], est la conséquence de 1’agrégation des polyplexes a la surface
des cellules conduisant ainsi a leurs nécrose [489]. Le poids moléculaire idéal pour la
formation des complexes a base de la PEI est compris entre 5 et 25 kDa [490]. Quant a la
forme de la PEI, la PEI branchée (PEI25kDa) offre les meilleures efficacités de transfection,
puisqu’elle permet une meilleure condensation de I’ADN [491], donnant lieu a des complexes
plus stables en raison du nombre d’amines primaires disponibles [492]. Néanmoins, a poids
moléculaire égale, la forme linéaire a des rapports N/P élevés (N/P : azotes portés par la PEI /
phosphates portés par la construction d’acide nucléique), offre le meilleur rapport
efficacité/toxicité [493].

L’aérosolisation de la PEI branchée de 25kDa a donné lieu a une expression soutenue du

geéne rapporteur luciférase au niveau des cellules épithéliales de I’ensemble des voies
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respiratoires murines [476,494,495], et ovines [496]. Il a ainsi ét¢ démontré, que les
polyplexes (PEI branchée (25kDa)/ADNp) peuvent étre réadministrés a plusieurs reprises par
aérosol chez la souris sans engendrer aucune cytotoxicité [476]. De plus, les complexes a base
de la PEI présentent une résistance efficace vis-a-vis des forces exercées lors du processus de
nébulisation [497,498]. Cependant, le pic d’expression du transgene lors des administrations
répétées a significativement diminué (de 75%) par rapport a I’administration unique, bien que
les dépots pulmonaires de I’ADNp aient été similaires apres chaque aérosolisation [495].
L’inhibition de I’expression de la luciférase a été corrélée au poids moléculaire de la PEI
[495]. En effet, en comparaison avec les PEI de haut poids moléculaire (22 kDa, 25 kDa et
750 kDa), ceux de faible masse moléculaire (423 Da, 800 Da et 2000 Da) n’aboutissaient pas
a une perte significative de 1’expression de la luciférase [495]. Cependant, I’instillation des
polyplexes formés a base de la PEI linéaire (22 kDa) conduit chez les rats a une expression
pulmonaire, associée a une importante inflammation deés le lendemain de I’administration
[499]. Par ailleurs, I’administration systémique de la PEI 22 kDa via la veine temporale
supérieure des souriceaux agés de un jour et demi, conduit & un transfert de genes efficace
dans de nombreux organes (poumons, foie, cceur, rate, cerveau et reins) [500]. Bien qu’une
baisse de I’expression du transgéne se produit durant la 2°™ semaine de vie des souriceaux, le
transfert de genes transitoire pourrait €tre utile dans les situations ou le traitement est requis
uniquement pour un temps relativement court pendant le développement (correction des
anomalies de développement), comme dans le cas des déficits en protéines tensioactives B par
exemple [500].

Comme pour les autres vecteurs, les différentes formes de PEI présentent des efficacités
de transfection et de biodistribution différentes selon le mode d’administration [501]. En effet,
aprés une administration intratrachéale, 1’efficacité de transfection des polyplexes formés a
base de la PEI linéaire (22 kDa) ou de la PEI branchée (25 kDa) était similaire, mais les
complexes formés avec la PEI branchée étaient localisés dans les bronches, tandis que ceux
formés avec la PEI linéaire se retrouvent plutot dans la région alvéolaire. Ceci suggere que
ces polyplexes sont capables de traverser la barriere du surfactant. Apreés une injection
systémique, les complexes composés de la PEI linéaire de 22 kDa sont principalement
localisés dans les alvéoles et notamment dans les cellules endothéliales et les pneumocytes de
type I et II, tandis que ceux formés avec de la PEI branchée de 25 kDa n’ont pas étaient
détectés dans les poumons [501]. L’ensemble de ces études démontrent que les polyplexes
formés de la PEI linéaire 22 kDa sont capables de traverser la barricre endothéliale et de

transfecter les cellules environnantes. Quant a I’efficacité de transfection obtenues au niveau
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pulmonaire, elle serait due au blocage des complexes a ce niveau-la [502], engendrant un
risque d’embolie pulmonaire [503].

Afin de diminuer la toxicité de la PEI et d’accroitre son efficacité ou encore favoriser un
ciblage cellulaire, de nombreuses modifications chimiques ont été successivement apportées a
la PEL A titre d’exemple, I’ajout du PEG a largement été utilisé afin de limiter les interactions
avec les protéines plasmatiques et les autres composants du sang. L’utilisation du PEG
augmente ainsi le temps de circulation sanguine des polyplexes, réduit aussi la toxicité induite
par la PEI, mais diminue aussi son efficacité de transfection. En effet, les polyplexes pégylés
présentent une densité de charge réduite a leur surface, ce qui entraine une diminution des
interactions avec les membranes cellulaires, et donc une diminution de leur internalisation par
les cellules [487]. Il a été démontré que les polyplexes (ADNp/PEI) qui incorporent 1’acide y
polyglutamique (y-PGA) a la surface de la PEI, donnaient lieu a une efficacité de transfection
élevée et surtout une faible toxicité et sans agglutination avec les érythrocytes [504]. L’acide y
polyglutamique pourrait donc étre utilisé comme alternative au PEG. Des monomeres de la
bétaine (N,N-dimethyl(acrylamidopropyl) ammonium propane sulfonate, DMAAPS) ont
également été greffés a la PEI 25kDa, conduisant a des polyplexes a faible toxicité, une
adsorption protéiques réduite, tout en maintenant leur efficacité de transfection [S05]. Sur
modeles cellulaires, on obtient en effet plus de 56% de cellules transfectées avec la
formulation PEI-DMAAPS, contre 21% pour la PEI classique [505]. L’ajout de motifs de
ciblage cellulaire a également toute son importance. En effet, des résultats intéressants in vitro
et in vivo ont été rapportés, en utilisant des copolymeres (PEI-PEG) fonctionnalisés avec des
motifs peptidiques RGD pour cibler les récepteurs aux intégrines présents a la surface des
cellules endothéliales [506], ou avec des sucres spécifiques des cellules pulmonaires [506—
509], ou hépatiques [510].

L’échappement endosomal peut étre induit dans les endosomes précoces (pH entre 6 et
6.5), afin d’améliorer ’efficacité de transfection. A cet effet, la PEI linéaire (I-PEI) a
partiellement été greffée par des résidus histidines (His-1PEI) qui possede un noyau imidazole
protonable a pH < 6 [511]. Les complexes formés présentent un meilleur profil
efficacité/toxicité (jusqu’a 95% de cellules transfectées), avec remarquablement une faible
toxicité si on la compare a la IPEI [511]. De plus, le remplacement d’une partie des amines
de la PEI réduit les effets cytotoxiques des polyplexes correspondants tout en améliorant leur

capacité de délivrance du transgene [512,513].
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4.2.2.2.2 Les dérivés de la poly-L-lysine

La poly-L-lysine (PLL) a été le premier polymere cationique utilisé pour le transfert de
geénes [514]. C’est un polymeére de faible poids moléculaire (< 3 kDa), formé de plusieurs
lysines. La PLL posseéde un pKa de 10,2 qui lui permet d’étre chargée positivement au pH
physiologique (7,4), et ainsi interagir avec les charges négatives portées par les acides
nucléiques. La complexation de I’ADN est due aux amines primaires portées par les résidus
lysines, et dépend du degré de condensation de la PLL. En effet, seules les PLL de haut poids
moléculaire > 3 kDa forment des complexes stables avec ’ADN, mettant en évidence
I’importance du nombre d’amines primaires sur la condensation des acides nucléiques [515].

La PLL présente une importante biocompatibilité et biodégradabilité, mais contrairement
a la PEI elle ne possede pas de propriétés d’effet tampon (éponge a protons). Par conséquent
elle présente une faible capacité d’échappement endosomal, ce qui diminue considérablement
son efficacité de transfection. Néanmoins, il est possible de générer un effet « éponge a
protons » grace au noyau imidazole de 1’histidine protonable a pH < 6. Midoux et Monsigny
ont démontré pour la premicre fois que 1’efficacité de transfection augmente significativement
lorsque I’on greffe 90 résidus d’histidine sur la PLL (190 résidus lysines) en comparaison a la
PLL classique [516]. En présence de bafilomycine A;, un inhibiteur de la pompe a protons
endosomale, ’efficacité¢ de transfection des polyplexes formés (PLL-histidylée/ADN) est
fortement bloquée [516]. Ceci souligne I’importance de la protonation des noyaux imidazoles
des histidines sur la libération de I’ADN dans le noyau, et par conséquent, sur 1’amélioration
de I’efficacité de transfection des polyplexes a base de la PLL. La diminution de ’efficacité
de transfert de genes en présence de bafilomycine A, a été également décrite pour la PEI
[517]. En milieu acide, la PLL-histidylée pourrait avoir un effet perméabilisant ou fusiogene
en plus de I’effet éponge a protons [12].

Les PLL de hauts poids moléculaires, bien qu’elles soient plus efficaces pour condenser
les acides nucléiques, leur utilisation induit de forts taux de toxicité [518]. Diverses stratégies
ont été mises au point pour tenter de diminuer cette cytotoxicité, telles que 1I’incorporation des
motifs PEG [518], des groupements imidazoles [519] dans la chaine de la PLL, et I’utilisation
des dérivés dendritiques de la PLL [520]. En présence d’acides nucléiques, les PLL de hauts
poids moléculaire ont tendance a former des polyplexes qui s’agrégent et précipitent en
fonction de la force ionique du milieu [521]. Des copolymeres a bloc de PLL ont ainsi été
formulés en présence du PEG (PEG; CH,-CH,-O) pour éviter la formation d’agrégats
insolubles [522].
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De multitudes dérivés de la PLL ont été développés. La PLL branchée est un vecteur
synthétique attractif pour le transfert de genes, synthétisé et produit a grande échelle. Sa
caractéristique essentielle est qu’il est totalement biodégradable, ce qui pourrait réduire la
toxicité cellulaire des polyplexes a base de la PLL [523]. In vitro, la PLL branchée présente
des capacités de transfection similaires a celles de la PEI [523]. Des dérivés de la PLL
branchée incorporant des résidus arginine (P-lys-argp o and P-lys-argp,o) ont été synthétisés
[524]. Ces dérivés sont capables d’interagir avec I’ADN pour générer des particules de taille
nanométrique. Sur modeles cellulaires, il a ét¢ démontré que la polylysine simple présentait
une faible capacité de condensation d’ADN, et une faible efficacité de transfection. En
revanche, les dérivés riches en arginine (P-lys-argpioand P-lys-argp,p) entralnent une
amélioration significative de 1’efficacité de transfection, qui est fonction de la teneur en
arginine dans les polymeres et du type cellulaire utilis€ [524]. Le dérivé P-lys-argg oo
présentait une meilleure efficacité de transfection sur les différentes lignées cellulaires
utilisées, avec une toxicité particulierement plus faible sur les cellules COS-7 (Cercopithecus
aethiops, origin-defective SV-40) [524]. Récemment, des nanoparticules sphériques d’insuline
inhalables ont été mises au point [525]. Certaines nanospheres ont été fonctionnalisées a leur
surface par de la PLL de pKa ~ 10,8 afin de faciliter leur pénétration. L’administration
intratrachéale de ces nanospheres a démontré que les nanoparticules contenant la PLL peuvent
augmenter 1’absorption de I’insuline a travers la barriere épithéliale alvéolaire [525], ce qui

fait d’eux des outils potentiels pour la délivrance pulmonaire.

4.2.2.3 Lipides cationiques du laboratoire

Depuis plusieurs années, notre équipe « Transfert de genes et Thérapie génique » de
I’unit¢ INSERM 1078 travaille en étroite collaboration avec I’équipe « Phosphore et
vectorisation » de 'UMR CNRS 6521 a Brest sur le développement et I’optimisation de
vecteurs synthétiques pour le transfert de génes et de biomolécules d’intérét thérapeutique.
Les connaissances structurales et fonctionnelles des phospholipides membranaires naturels
laissaient supposer que les phospholipides d’inspiration biologique pourraient &tre
d’excellents vecteurs pour le transfert de genes. Ainsi, au fil des ans, en s’inspirant des lipides
membranaires, plusieurs générations de vecteurs ont été développées. D’importantes
modifications structurales ont été successivement apportées et les efficacités de transfection
des lipides synthétiques ont été évaluées aussi bien in vitro qu’in vivo [526,527].

On distingue ainsi plusieurs familles de vecteurs synthétiques développées au sein de

notre laboratoire. En premier lieu, on retrouve les phosphonolipides monocationiques
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caractérisés par une t€te polaire ammonium reliée par un bras espaceur phosphonate a un
domaine hydrophobe (oléyle (C;sHj3s), tétradécyle (C4Hyo), ou stéaryle (C;gH37)) [528]. Par la
suite, des modulations de la téte polaire ont été réalisées, comme I’utilisation des polyamines
(spermine) [529], des ammoniums quaternaires [526,530] ou encore des motifs imidazolium
[531,532]. Dans cette catégorie de lipides synthétiques, on retrouve le GLB73 (Figure 21). In
vitro, sur plusieurs modeles cellulaires hématopoiétiques, le GLB73 présentait des efficacités
de transfection significatives [533,534], ainsi qu’in vivo apres injection systémique chez la
souris [535,536]. Ces résultats suggerent que la longueur de la chaine aliphatique joue un role
important, car les efficacités de transfection diminuent lorsque la longueur de la chaine
aliphatique augmente (C14, C16 et C18) [533]. Ainsi, l'ordre de l'efficacité de transfection en
fonction de la longueur de la chaine aliphatique est: dimyristyle (di-C14: 0), dioléyle (di-C18:
1), dipalmitoyle (di-C16: 0) et distéryle (di-C18: 0) [533]. En effet, Il est connu que
l'augmentation de la longueur des chaines aliphatiques de tels composés amphipathiques
augmente en méme temps la température de transition de phase et la rigidité de la bicouche
des vésicules résultantes [537]. Ainsi, la rigidité de la bicouche interfere avec la fusion des
membranes, qui est une étape importante pour la délivrance d’ADN [538]. La rigidité
membranaire peut étre réduite par introduction d’insaturations dans les chalnes grasses (ex.

C18:1>C18:0) [533].

AN
AN NV

Figure 21 : Structure chimique du GLB73 ([533)).

La seconde famille de vecteurs synthétiques qui fut développée est caractérisée par des
tétes polaires du type arsonium ou phosphonium, ainsi que par un bras espaceur de longueur
variable [539]. En effet, des études ont montré que le remplacement du cation ammonium par
des fonctions phosphonium et/ou arsonium de certains agents anti-tumoraux, induit une
diminution importante de la toxicité des composés sans affecter leur efficacité thérapeutique
[540]. Cette propriété fut confirmée, au travers des nouveaux lipides cationiques synthétisés
[539], qui présentaient, une efficacité de transfert de genes plus importante [530,541].

Afin de favoriser la libération de I’ADN des endosomes, des té€tes cationiques
hétérocycliques telles que les fonctions imidazolium, thiazolium et pyridinium ainsi que

I’introduction d’un nouvel espaceur phosphorylé furent également utilisées. Ces nouveaux
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composés, particulicrement le KLNS5, permirent une nette amélioration de 1’efficacité¢ de
transfection sur lignées cellulaires (60-65% de cellules transfectées) [542]. Il est important de
noter qu'un transfert efficace du géne CFTR dans des polypes nasaux issus de patients
mucoviscidosiques a été obtenu avec ces composés [543]. Cependant, des niveaux différents
de toxicité ont été observés, et semblent tre en lien avec la nature de la téte polaire. En effet,
il s’est avéré que les lipides possédant un arsonium sont moins toxiques que ceux possédant
une fonction phosphonium, eux-mémes moins toxiques que les composés incorporant un
ammonium. Dans cette nouvelle famille de composés appelés lipophosphoramidates, le
KLN47 possédant deux chaines oléiques (C18:1) (Figure 22) montra des niveaux de
transfection tres significatifs avec une toxicité réduite [544]. 1l constitue a ce jour le composé

de référence du laboratoire.
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Figure 22 : Structure chimique du lipophosphoramidate KLN47 ([544]).

Depuis les travaux se sont focalisés sur la nature des chaines grasses des
lipophosphoramidates, et de nombreux analogues du KLN47 ont été synthétisés. L objectif
des variations du domaine hydrophobe, consiste a évaluer I’impact des chaines grasses sur les
propriétés physicochimiques des complexes (stabilité, fluidité, fusogénicité, toxicité,...etc.)
qui peuvent étre bénéfiques pour I’efficacité des lipides (échappement endosomal, trafic
intracellulaire,...). Des vecteurs portant des chaines aliphatiques essentiellement a 18
carbones, possédant de 0 a 3 insaturations ont ainsi été développés. Parmi ces nouveaux
composés, le BSV4 (Brest Synthetic Vector) possédant deux chaines linoléiques (C18 :2)
(Figure 23), montra une efficacité de transfection significative au niveau du tissu pulmonaire
murin apres une injection systémique, par rapport au KLN47 [545]. Cependant, in vitro le
BSV4 est tres toxique. Bien qu’étant moins fusogéne que son homologue le KLLN47, le BSV4
apportait davantage de fluidité. L’administration répétée par voie systémique des lipoplexes
formés a base du BSV4 complexé avec un plasmide CpG-free, conduit a une transfection

pulmonaire efficace sans effets secondaires graves [546].
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Figure 23 : Structure chimique du lipophosphoramidate BSV4 ([545] )
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En effet, les chaines linoléiques apportent une certaine fluidité supplémentaire aux lipides
cationiques, facilitant ainsi la transition d’une phase lamellaire (L%,) 2 une organisation

supramoléculaire hexagonale, plus favorable pour la sortie des endosomes [545] (Figure 24).

i it ‘

WL

Figure 24 : Organisation supramoléculaire des lipoplexes : organisation lamellaire (Lca),
organisation hexagonale normale (HCI), et hexagonale inverse (HCH). En phase lamellaire
(LS,) I’ADN est intercalé entre les bicouches lipidiques. En phase hexagonale (HS ;) I’ADN
est localisé entre les micelles lipidiques en forme de batonnets disposés sur un réseau
hexagonal. La phase hexagonale inverse se compose d’ADN revétu d’une monocouhe
lipidique disposés sur un réseau hexagonal. Sont représentés en rouge (tétes cationiques), en

gris (chaines grasses) et en bleu (I’ADN). (D apres [547]).

Il existe plusieurs organisations structurales des lipoplexes, selon la nature des lipides
utilisés, principalement 1’organisation lamellaire (L), I’organisation hexagonale normale
(H%), et lorganisation hexagonale inverse (HSy) (Figure 24). L’organisation
supramoléculaire des complexes influe fortement sur ’efficacité¢ de transfection, notamment
sur I'interaction des lipoplexes avec les membranes biologiques. Les phases hexagonales
inverses sont plus fusogenes que les phases lamellaires. Une fois dans les cellules, elles
semblent induire une fusion avec les membranes des endosomes, et par conséquent une
meilleure libération de ’ADN a proximité du noyau [548,549].

La forme de ’amphiphile a une influence directe sur I’organisation supramoléculaire des
lipoplexes. Il a d’ailleurs été démontré que les amphiphiles en forme de cone (présentant un
volume plus important des chaines hydrophobes) favorisent la formation d’une phase
hexagonale inverse [550]. Ainsi, nos travaux ont été poursuivis en utilisant des chaines
lipidiques comportant des ramifications. Dans cette série de nouveaux composés, le BSV18

possédant deux chaines phytanyles (Figure 25) s’est montré particulierement efficace et peu
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toxique in vitro sur plusieurs lignées cellulaires. De plus, in vivo apres administration
intraveineuse, le BSV18 s’est montré trés efficace pour transfecter le tissu pulmonaire murin,
essentiellement les pneumocytes de type I et II, en comparaison avec le KLN47 et le BSV4
[551]. Les études structurales ont montré que les chaines phytanyles favorisent a I’inverse des
chaines oléiques (KLN47) et linoléiques (BSV4), la formation de structures de phase
hexagonale inverse, une organisation supramoléculaire bénéfique pour le trafic intracellulaire
(sortie des endosomes) des lipoplexes, notamment en déstabilisant la membrane des
endosomes [551]. Néanmoins, la formulation du BSV 18 en solution liposomale est délicate en
raison de son temps d’hydratation relativement long (sept jours). En effet, les chaines
phytanyles présentent un encombrement plus important des chaines hydrophobes ce qui par
conséquent engendre une difficulté d’hydratation et nécessite donc un temps plus long pour

que les lipides puissent s’auto-organiser en milieux aqueux.

Figure 25 : Structure chimique du lipophosphoramidate BSV18 ([551])

Au cours de sa these, Stéphanie Le Corre de 'UMR CNRS 6521 a synthétisé de
nouveaux lipophosphoramidates possédant deux chaines lipidiques différentes, appelés
lipophosphoramidates asymétriques [17], dans le but d’évaluer I’impact de la présence de
deux chaines lipidiques différentes sur les propriétés physicochimiques et transfectantes des
vecteurs. Il s’agissait également d’optimiser les procédés de formulations, en comparaison
avec les lipides symétriques. Comme évoqué précédemment, I’organisation supramoléculaire
des structures formées dépend de la nature du vecteur (domaine hydrophobe, téte polaire,...).
Par conséquent, I’incorporation de deux chaines grasses différentes, 1’'une facilitant la
formulation des composés (ex. chaine oléyle), et 1’autre favorisant [’organisation
supramoléculaire non lamellaire (ex. chaine phytanyle) serait trés bénéfique. Dans cette
optique, une série de composés asymétriques et symétriques ont ainsi ét€ synthétisés, en
utilisant des chaines grasses saturées (C12 :0, C14 :0, C18:0), des chaines lipidiques avec
insaturations (ex. chaines oléyles), des chaines ramifiées (chaines phytanyles), et/ou un motif
cholestérol (Figure 26). L’évaluation in vitro de ces nouveaux composés a la quelle j’ai
participé, a montré que lipophosphoramides symétriques et asymétriques étaient efficaces sur

les quatre lignées testées, particulierement sur les cellules de 1’épithélium bronchique [17].
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Cependant, les résultats obtenus ne nous permettaient pas de conclure de facon générale quant
a ’efficacité de transfection des lipides asymétriques par rapport aux symétriques [17]. En
revanche, ces résultats nous ont permis de sélectionner deux lipophosphoramidates
asymétriques prometteurs qui sont le BSV110 possédant une chaine oléyle et une chaine
phytanyle, et le composé BSVI111 formé d’une chaine lauryle et d’une chaine phytanyle
(Figure 26) [17]. En effet, ces deux lipides cationiques asymétriques en plus d’étre efficaces
sur plusieurs types cellulaires et peu ou pas toxiques, leur formulation en solutions
liposomales est plus simple (temps d’hydratation = 1 nuit) par rapport au composé BSV35
possédant deux chaines phytanyles (temps d’hydratation = sept jours) [17]. L’incorporation
des chaines phytanyles semble étre une stratégie intéressante pour améliorer la formulation et

I’efficacité de transfection des nouveaux vecteurs synthétiques.

Lipophosphoramidates non-symétriques Lipophosphoramidates symétriques
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Figure 26 : Structure chimique des lipophosphoramidates symétriques et non-symétriques

([17D.

L’augmentation du nombre de charges positives permanentes par lipide est une approche
permettant de réduire la quantité de vecteur nécessaire pour la condensation et la délivrance
des acides nucléiques d’intérét. C’est une approche intéressante lors des administrations par
voies aériennes (aérosol, instillation,...), qui nécessitent des solutions lipidiques tres

concentrées. Pour cela, divers lipophosphoramidates portant des tétes dicationiques associant
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un ammonium ou un imidazolium avec un ammonium, un phosphonium ou un arsonium ont
été synthétisés puis évalués [18,531]. Ces composés dicationiques présentaient des efficacités
de transfection significatives in vitro, particuliecrement le composé possédant un ammonium
central et un phosphonium terminal qui s’est avéré plus efficace et moins toxique en
comparaison avec les autres composés dicationiques et monocationiques [552]. Récemment,
au cours de sa these Stéphanie Le Corre de 'UMR CNRS 6521 a synthétisé des phosphates
d’aryle dicationiques (Figure 27) [18]. Les résultats d’évaluation in vitro donnerent des
efficacités de transfection relativement faibles [18]. En effet, en comparaison avec les
composés monocationiques, les lipophosphates dicationiques développés condensaient
davantage les acides nucléiques conduisant a la formation de structures supramoléculaires tres
stables (CR 2 a 4), ce qui limite par la suite la libération des plasmides par les complexes
apres internalisation cellulaire.
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Figure 27 : Structure chimique des lipophosphates dicationiques ([18]).

Durant ma these nous nous sommes intéressés a la biodistribution des lipoplexes en
fonction de la voie d’administration. En effet, les vecteurs synthétiques peuvent avoir des
profils de distribution tissulaire différents, et une clairance plus ou moins rapide en fonction
des caractéristiques physicochimiques et du mode d’administration. Il est donc important
d’étudier la biodistribution, I’élimination des complexes, et les barriéres biologiques qu’ils
doivent surmonter pour atteindre leur cible, afin d’adapter les structures chimiques aux voies
d’administrations, pour en accroitre 1’efficacité de transfection. Pour cela, I’étiquetage des
lipoplexes, par une sonde fluorescente nous est apparue comme une approche intéressante et
bien établie [553—-555]. Des lipophosphoramidates neutres possédant un fluorophore localisé
au niveau de la téte polaire [554], ou contenant des sondes fluorescentes localisées au niveau
du domaine hydrophobe [555], ont ainsi été synthétisés. Les tests in vitro sur différentes
lignées cellulaires montrerent que les lipophosphoramidates neutres fluorescents étaient aussi

efficaces et peu toxiques que les lipophosphoramidates non fluorescents. Les
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lipophosphoramidates neutres fluorescents transfectaient efficacement le tissu pulmonaire
murin apres administration intraveineuse sur souris saines, et étaient bien tolérés. Ces résultats
montrent que 1’addition de sondes lipidiques fluorescentes aux solutions liposomales des
lipophosphoramidates ne modifie vraisemblablement pas les propriétés physicochimiques
(stabilité, efficacité de transfection, toxicité,...etc.) de ces derniers. Ces nouveaux systemes
constituent donc des outils intéressants pour 1’étude de la biodistribution des lipoplexes via

différentes techniques. (Voir chapitre V : Résultats : point 1)

5 Importance de la séquence d’acide nucléique

La nature et la structure de la séquence d’acide nucléique a autant d’importance que la
structure du vecteur utilisé [447,556]. La plupart des essais précliniques et cliniques ont été
menés avec des plasmides ou I’expression du transgéne est sous le controle d’un promoteur
viral, tel que le promoteur du CMV. Les promoteurs viraux permettent généralement une
expression élevée du transgéne mais tres transitoire. La recherche de 1’optimisation du design
des plasmides a amené a 1’utilisation d’autres promoteurs cellulaires et éléments régulateurs.
Une approche a permis en particulier d’identifier un promoteur hybride qui associe des
éléments régulateurs du virus CMV et du promoteur cellulaire hCEFI (human cellular
elongation factor I) [556]. Par ailleurs, il est admis que la présence des motifs CpG non
méthylés dans le plasmide peut induire 1’activation du systeme immunitaire inné et conduire
ainsi au développement d’une réaction inflammatoire qui limite I’expression du transgene
[396]. Ainsi, les recherches se sont concentrées a essayer d’éviter 1’effet négatif de la
présence des motifs CpG non-méthylés sur la transfection. Hyde et son équipe ont montré
qu’un plasmide dépourvu des motifs CpG permettait non seulement de réduire 1’inflammation
mais conduisait également a une expression soutenue du transgene au niveau des poumons de
souris [557]. D’autres stratégies visent a améliorer I’import nucléaire des plasmides par
incorporation de séquences nucléotidiques capables de favoriser leur trafic nucléaire [15].
Enfin, tout comme pour les vecteurs synthétiques, les procédés de production de I’ADN

plasmidique a grande échelle, sont un point important qu'il convient mieux de maitriser.
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Chapitre III : Biodistribution
1 Généralités

Lors d’une administration systémique et/ou locale, les complexes doivent circuler plus ou
moins longtemps (en fonction de la voie d’administration) avant d’atteindre les cellules cibles.
Cependant, de nombreuses barrieres s’opposent a la délivrance de transgenes tout au long de
ce trajet, accélérant ainsi 1’élimination des complexes [6,9]. Les propriétés structurales et
physicochimiques des vecteurs influent largement sur I’efficacité, la biodistribution et
I’élimination des complexes. En effet, les principales barrieres sont liées a leur instabilité, leur
agrégation et leur capture par le MPS [9]. Ainsi, dans le but d’affiner la conception et la
formulation des nanoparticules, leurs profils en termes de biodistribution et d’élimination
ainsi que les barrieres cellulaires auxquelles ils doivent faire face, doivent étre explorés. Selon
le mode d’administration, des modifications structurales doivent donc étre apportées aux
vecteurs ainsi qu’aux procédés de formulation pour surmonter les obstacles cellulaires
majeurs qui limitent leur efficacité.

Il existe différents modes d’administration (voie intraveineuse, inhalation, la voie per
0s, ...), qui permettent une diffusion plus ou moins rapide dans la circulation sanguine. Ainsi,
il est important de décrire brievement le systeme circulatoire et ses composants pour mieux
comprendre les barrieres cellulaires s’opposant au transfert de geénes et de molécules

thérapeutiques en regle générale.

2 Systeéme circulatoire

Le systeme circulatoire (circulation sanguine), a pour rdle d’assurer le transport de
diverses molécules (nutriments, O,, hormones,...etc) vers les cellules, et également de
débarrasser 1’organisme de ces déchets (ex. CO;). Ce dernier emprunte deux circulations
distinctes (Figure 28) :
o La grande circulation appelée également circulation générale ou systémique, qui irrigue
I’ensemble de l'organisme. Elle part du cceur vers le reste des organes pour revenir ensuite
vers le cceur. Elle apporte a tous les tissus de I’organisme de I’oxygene, les nutriments et les
autres substances essentielles, et elle les débarrasse du gaz carbonique et des autres déchets
métaboliques.
o La petite circulation dite pulmonaire, a pour role de faire entrer le sang en contact étroit
avec les alvéoles, lieu ou s’effectuent les échanges gazeux. Elle part du cceur vers les

poumons puis revient au coeur.
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Poumons

Circulation
pulmonaire

Circulation
systémique

Capillaires sanguins

Figure 28 : Circulation sanguine pulmonaire et systémique (modifiée d’aprés Servier

Medical Art).

La circulation permanente du sang dans 1’organisme s’effectue dans un réseau vasculaire
composé d’artéres, de veines et de capillaires (Figure 28). Les arteres (véhiculent le sang
oxygéné du cceur vers les organes) et les veines (ramenent le sang chargé du CO, vers le
cceur) servent simplement de conduits pour le sang. Seuls les capillaires sont en contact étroit
avec les cellules. Leurs parois extrémement fines permettent les échanges entre le sang et le
liquide interstitiel dans lequel baignent les cellules. Ces échanges fournissent aux cellules les
nutriments et 1’oxygeéne nécessaires a leur physiologie normale. La longueur totale des

vaisseaux sanguins d’un humain adulte est estimée a environ 100.000 Km.

2.1 Structure des parois vasculaires

Comme I’illustre la Figure 29, les parois des arteres et des veines sont composées de trois
couches concentriques, entourant un espace central ou circule le sang, et que 1’on appelle
lumiere.

La tunique interne (intima) formée par I’endothélium, un épithélium pavimenteux simple
qui tapisse la lumiere de tous les vaisseaux.

La tunique moyenne (media), composée de cellules musculaires lisses, de fibres
élastiques disséminées et des feuillets continus d’¢lastine. Elle est dotée d’une élasticité
naturelle grace a ses cellules musculaires lisses, permettant a 1’artére de modifier son calibre
en se contractant ou en se dilatant. Ses variations de diametre ont des effets marqués sur le
débit et la pression sanguine. La tunique moyenne est donc la partie vivante de I’artere, elle

joue un role prépondérant dans la régulation de la circulation sanguine.
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La tunique externe (externa ou adventice) est composée essentiellement de fibres
collagenes entrelacées, qui protegent les vaisseaux et les ancrent aux structures environnantes.

Elle contient également quelques cellules de soutien.
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Figure 29 : Structure et composition des parois des arteres, des veines et des capillaires

[558].

Ces trois types de vaisseaux different par leur longueur, par leur diametre ainsi que par
I’épaisseur et la composition de leurs parois. En effet, les capillaires impliqués dans les
échanges entre le sang et le liquide interstitiel, sont les plus petits vaisseaux sanguins. Leurs
parois extrémement minces sont formées d’un endothélium continu mince reposant sur une
lame basale (Figure 29). Leurs cellules sont séparées par des fentes qui facilitent les échanges
entre le sang et le liquide interstitiel. Les capillaires mesurent en moyenne 1 mm de long, et
leur diametre moyen n’est que de 8 a 10 um, soit juste la taille nécessaire pour laisser passer
les globules rouges en file indienne. La plupart des tissus sont riches en capillaires.
Cependant, des exceptions existent, comme par exemple les tendons et les ligaments qui sont
peu vascularisés. C’est aussi le cas du cartilage et des épithéliums qui sont dépourvus de

capillaires, mais irrigués par les vaisseaux des tissus conjonctifs environnants.

2.2 Lesang

Le sang est un liquide visqueux et 1égerement alcalin (pH entre 7,34 et 7,45) représentant
environ 8% du poids corporel. Le volume sanguin d’un adulte sain est de 5 a 6 L chez
I’homme et de 4 a 5 L chez la femme, contre 1.5 mL chez la souris (de 20 g environ) [559].
Le sang est un tissu conjonctif complexe composé d’éléments figurés en suspension dans une

matrice extracellulaire liquide appelée plasma (Figure 30).
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vaisseau
sanguin

Plaqueﬂes/‘* o/

Figure 30 : Composition du sang [560]. Les éléments figurés (globules rouges, leucocytes et

globule
rouge

plaquettes) baignent dans un liquide jaunatre visqueux appelé plasma.

Les éléments figurés sont les érythrocytes, les leucocytes et les plaquettes (Figure 30).
IIs représentent 45% du sang total. Les érythrocytes assurent le transport de I’oxygene et du
gaz carbonique. Quant aux leucocytes, ils jouent un rdle capital dans la protection de
I’organisme et dans la lutte contre les maladies (particulierement infectieuses).

Le plasma est un liquide visqueux de couleur jaunatre (Figure 30) composé a 90% d’eau
et a 10% de solutés tels que des nutriments, des gaz respiratoires, des ions, des hormones et
des protéines. Le plasma représente 55% du sang total. Les protéines plasmatiques, pour la
plupart produites par le foie, comprennent I’albumine, les globulines et les facteurs de
coagulation. L’albumine qui constitue environ 60% des protéines plasmatiques, est un
important tampon du sang (c’est-a-dire qu’elle participe au maintien du pH sanguin). Elle
exerce une pression osmotique qui préserve 1’équilibre hydrique entre le plasma et le liquide
interstitiel. A la différence, le sérum est un liquide sanguin débarrassé de ses cellules et des
protéines de la coagulation.

Le sang assure de nombreuses fonctions. En effet, d’un point de vue du transport des gaz
et I’élimination des déchets métaboliques ainsi que la distribution des hormones le sang est

impliqué. Le sang est également impliqué dans la régulation et le maintien de la température
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corporelle, du pH normal dans les tissus et également le maintien d’un volume adéquat de
liquide dans la circulation sanguine. En effet, le chlorure de sodium et d’autres sels, en
combinaison avec des protéines sanguines (ex. albumine), empéchent le transfert du plasma
dans le liquide interstitiel. D’un point de vue de la protection de 1’organisme, les fonctions du

sang sont I’hémostase et la prévention des infections.

3 Voies d’administration
3.1 Voie systémique

Lorsque I’on cherche un effet général et rapide, le médicament doit étre administré par
voie parentérale. Le choix de la voie d’administration dépend du médicament d’une part
(existence de formulations compatibles avec ces modes d’administration), mais également de
I’¢état de I’individu d’autre part (de 1’animal pour I’in vivo). La voie intraveineuse est le mode
d’administration le plus simple et le plus utilis¢ aussi bien en clinique qu’en préclinique. Elle
offre une biodisponibilité rapide et élevée du principe actif, c'est-a-dire qu’elle permet la
diffusion dans I’ensemble de 1’organisme, y compris les tumeurs primaires et leurs métastases
lorsqu’elles existent. En préclinique, elle est utilisée comme voie d’évaluation de nouvelles
formulations. Cependant, bien qu’elle soit relativement simple d’utilisation, la voie
intraveineuse n’est pas la plus adaptée lorsque I’objectif est d’assurer une délivrance de genes
a destination de I’épithélium pulmonaire, en raison de 1’endothélium vasculaire difficilement
franchissable. De plus, la voie intraveineuse est un mode d’administration invasive. En plus
du métabolisme lié au premier passage hépatique, I’injection intraveineuse (IV) présente de
nombreuses barrieres limitantes pour le transfert de genes. En effet, le devenir des complexes
administrés dépend en grande partie de leurs interactions avec les éléments du sang (Figure
30). Une fois dans la circulation sanguine, les risques d’élimination des particules injectées
sont multiples, limitant par conséquent leur efficacité. L’administration systémique de
lipoplexes et/ou polyplexes provoque des effets secondaires transitoires. De nombreuses
études ont décrit une toxicité-dose dépendante apres injection systémique de différents
complexes (tels que le GL67, GL62 (Nl-spermine cholesterylcarbamate), DMRIE, ou le
mélange DOTMA/DOPE) cationiques chez la souris. Cette toxicité a été mise en évidence par
des analyses sanguines qui ont révélé des changements hématologiques et sérologiques
caractéristiques de leucopénie et thrombocytopénie profondes, accompagnés d’une cytolyse
hépatique [546,551,561,562]. Les différentes barrieres cellulaires liées a la délivrance par la

voie systémique seront développées un peu plus loin dans le manuscrit (page 86).
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3.2 Voie locale pulmonaire

Pour les approches thérapeutiques visant les maladies génétiques et acquises affectant les
poumons, le poumon est une cible idéale pour la délivrance de genes, en raison de sa grande
surface [563]. De plus, le tissu pulmonaire est accessible par une administration locale
intratrachéale et/ou par aérosol [564]. L’administration locale par les voies aériennes est une
voie non-invasive. La délivrance de genes par voie pulmonaire présente plusieurs avantages,
telles que la diminution des effets secondaires systémiques, 1’absence de séquestration des
complexes par les protéines du sérum et le foie, 1’utilisation de plus faibles quantités de
vecteurs, en comparaison avec la voie systémique.

II a été rapporté que 24 heures apres instillation intratrachéale des complexes
PEI25kDa/ADNp, I’expression du géne rapporteur était environ 12 fois plus élevée chez les
animaux ayant recu les polyplexes (PEI25kDa/ADNp) par rapport aux souris traitées avec
I’ADN nu [565]. Toutefois, ’administration intratrachéale induit une expression inégale et
hétérogene du transgene, en raison de la faible diffusion des polyplexes par rapport a la voie
systémique [566,567]. Par rapport a I’administration intratrachéale, la délivrance des
polyplexes par aérosol est non seulement la technique la plus adaptée mais également la plus
efficace. En effet, I’aérosolisation conduit a une distribution plus homogene de I’expression
du transgene [565,568,569]. L’importance et 1’efficacité¢ de 1’aérosolisation a également été
démontrée récemment dans un essai clinique mené par le consortium britannique de thérapie
génique de la mucoviscidose [321]. En effet, la délivrance par aérosol des complexes
GL67A/pGM169 (plasmide codant pour le CFTR humain) entraine une stabilisation des
fonctions respiratoires des patients mucoviscidosiques [321]. Par ailleurs, la délivrance par
voie d’aérosolisation des complexes PEl/plasmide p53 induit chez les souris une réduction
significative du nombre et de la taille des tumeurs pulmonaires, et prolongent le temps de
survie des animaux [570]. Cependant, plusieurs barrieres physiologiques telles que le systeéme
immunitaire inné du poumon, le mucus des voies respiratoires, les protéines tensioactives du
surfactant et les macrophages alvéolaires s’opposent a la délivrance de genes dans les
poumons. En outre, la barriere épithéliale entrave 1’adsorption et/ou le passage des
transporteurs de genes, via les jonctions serrées intercellulaires, ainsi que le dépdt d’actine sur

la surface, la structure du glycocalyx limitent I’endocytose des complexes [571].

4 Barrieres intra et extracellulaires
L’efficacité de transfection relativement faible des vecteurs synthétiques s’explique par la

combinaison de barrieres extracellulaires et intracellulaires. Ainsi, améliorer notre
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compréhension de I’impact de ces obstacles sur I’efficacité de transfert de geénes et le
développement de stratégies pour les surmonter avec succes, ne peut étre que bénéfique pour
la conception de systemes efficaces. Les barriéres s’opposant au transfert de geénes sont
nombreuses. Elles incluent les interactions avec les membranes cellulaires et 1’internalisation
des complexes, le trafic intracellulaire, I’échappement des endosomes et la translocation a
travers la membrane nucléaire. De nombreux systemes de transfert de genes présentent une
efficacité significative in vitro. Cependant, certains des résultats des essais in vitro ne sont pas
transposables directement a I’in vivo. En effet, I'utilisation avec succés des vecteurs non-
viraux in vivo est beaucoup plus compliquée et dépend de nombreux facteurs qui régissent
leur efficacité de transfection, tels que le mode d’administration, la dose du vecteur, les
interactions avec les constituants du sang (si IV), I’élimination par le systéme immunitaire,
...etc. ainsi il est important d’identifier les barrieres cellulaires auxquelles doivent faire face

les vecteurs de transfert de genes pour mieux améliorer leur design.

4.1 Barrieres extracellulaires selon le mode d’administration
4.1.1 Voie systémique
4.1.1.1 Interactions avec les éléments sanguins

Lors d’une administration systémique, la premicre barriere rencontrée par les systémes de
transfert de geénes est les constituants du sang. En effet, les interactions entre les complexes
injectés et les constituants sanguins (ex. protéines sériques,...) sont déterminantes pour le
devenir des systemes de délivrance de genes et leur efficacité. La charge positive des
complexes peut représenter un inconvénient pour leur application in vivo. En effet, une
particule chargée positivement est plus facilement reconnue par les cellules du systeme
immunitaire car les protéines sériques fixées a sa surface, conduisent a la déstabilisation et a
I’¢élimination des complexes [572—-574]. Une fois dans la circulation sanguine, les particules
chargées positivement sont opsonisées par les protéines plasmatiques telles que les
immunoglobulines de type IgG et IgM, les protéines de la cascade de la coagulation... [572],
conduisant a leur élimination rapide par les macrophages au niveau du foie (cellules kupffer),
de la rate et des poumons [575]. Ainsi, la dissimulation de la charge de surface semble
essentielle pour une administration systémique. De plus, cette opsonisation peut également
activer le systtme du complément, 1'un des mécanismes de 1''mmunité innée [576], qui a son
tour active les processus de phagocytose et déclenche une réponse inflammatoire contre les
complexes cationiques [577]. Les complexes de délivrance de genes peuvent également

interagir avec d’autres protéines sériques (ex. 1’albumine, les lipoprotéines et
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macroglobulines) entrainant une modification des caractéristiques physicochimiques des
complexes essentiellement, la taille et la charge de surface qui devient négative [578]. Ces
interactions peuvent induire une déstabilisation des complexes et une libération des acides
nucléiques, qui peuvent ensuite étre reconnus par les récepteurs Toll-like (ex. TLR9 qui
reconnait les ADN bactériens [579]), exprimés par les cellules B et les cellules dendritiques,
entrainant la production de cytokines a l'origine de la toxicité des complexes [580]. Les acides
nucléiques libérés dans la circulation sanguine peuvent également étre dégradés par les
nucléases. En résumé, Le niveau de clairance des systemes de transfert de genes du systeme
circulatoire, dépend de leurs caractéristiques physicochimiques de surface. Pour étre
indétectables et furtifs vis-a-vis des macrophages, les complexes doivent €tre aussi petits et
neutres que possible [581,582]. La mise au point de formulations furtives repose sur la
modification de la surface des vecteurs, afin de réduire le processus d’opsonisation et de
reconnaissance par les phagocytes du MPS et des composants sanguins [582]. Dans ce sens, la
pégylation est le moyen le plus communément utilis€é pour 1’élaboration de formulations
furtives. En effet, les chalnes de PEG forment un réseau hydrophile dense autour des
complexes augmentant ainsi leur stabilité et leur biodisponibilité et forment une barriere
stérique entre les particules et les composants du milieu qui les entoure [582-584].
L’efficacité¢ de la pégylation dépend largement de nombreux parametres tels que le PM du
PEG, la densité, la conformation et la longueur des chaines PEG [582]. La plupart des auteurs
préconisent un PM efficace dans la gamme de 1500 a 3500 Da pour réduire 1'adsorption des
protéines in vitro, mais pour éviter l'internalisation par les macrophages, les chaines PEG
doivent étre tres longues (20000 Da) pour étre efficaces [585,586]. Cependant, la pégylation
n’est pas sans inconvénients. En effet, le PEG interfére dans les interactions électrostatiques
entre les complexes cationiques et les cellules cibles conduisant a une diminution significative
de I’internalisation des complexes, aboutissant & des niveaux de transfection significativement
faibles in vitro et in vivo [587-592]. Le PEG peut également diminuer le taux d’échappement
endosomal des complexes [593,594]. De plus, les études récentes ont montré que le PEG est
immunogene [595], son utilisation entraine la production d’anticorps anti-PEG conduisant a
une clairance sanguine accélérée des complexes pégylés et par conséquent une diminution de
I’efficacité de transfection [596], ce qui constitue un obstacle pour les administrations
répétées. Pour surmonter ces inconvénients, l'utilisation de ligands de ciblage ou de motifs
PEG clivables peut étre envisagée [588,592]. Une étude récente indique que le polyglycérol
(PG) qui est non immunogene, peut représenter une alternative prometteuse au PEG en

empéchant le phénomene de clairance sanguine accélérée lors d’administrations répétées de
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particules, permettant ainsi l'amélioration de 1’efficacité des lipopexes et polyplexes in vivo

[597].

4.1.1.2 Biodistribution et Expression du transgéne

Une fois dans la circulation sanguine, les complexes sont transportés vers le coeeur par un
ensemble de vaisseaux sanguins, en passant d’abord par la microcirculation pulmonaire avant
d’étre distribués dans les autres organes. De nombreuses études de biodistribution montrent
une accumulation des complexes cationiques principalement dans les poumons, le foie et la
rate [598]. Cette accumulation peut étre expliquée par le fait que les systemes synthétiques
requierent des concentrations élevées de lipoplexes ou polyplexes pour une efficacité
optimale. Ces particules de charge positive agregent facilement lorsque leur concentration
augmente, notamment par interactions avec les protéines sériques. Ces agrégats, qui sont
généralement inefficaces pour le transfert de genes peuvent étre toxiques, particulierement en
raison de la séquestration des particules dans des différents organes (poumons, foie,...) [503].
En effet, comme décrit précédemment, le réseau pulmonaire, chez I’homme comme chez
I’animal est composé de capillaires trés fins d’un diamétre allant de 2 a 13 um. L’épaisseur de
la barriere air-sang diminue progressivement lors du passage de la région trachéobronchique
(ou la paroi est d'au moins de 10 um), vers la région alvéolaire (< 0,3 a 1 pm d'épaisseur)
[599]. Ainsi, seules les particules ayant un diametre inférieur a 3 pm traversent la
microcirculation pulmonaire pour étre ensuite distribuées vers d’autres tissus [503]. Celles
présentant un diametre supérieur quant a elles restent définitivement bloquées au niveau
pulmonaire [503], engendrant par conséquent un risque d’embolie pulmonaire [572].
Cependant, alors qu’un fort pourcentage (50-60 %) de complexes injectés est piégé dans le
foie, les niveaux d’expression du transgene les plus ¢élevés dans les différents tissus sont
généralement mesurés dans les poumons et la rate [600—602]. Les cellules épithéliales
pulmonaires sont tres riches en protéines anioniques telles que les protéoglycanes a leur
surface externe [603,604], ce qui permet aux complexes cationiques d’adhérer et de délivrer le
transgene, d’ou la forte expression de ce dernier au niveau des poumons [604—-606]. En outre,
une accumulation de vecteurs de transfert de génes dans les poumons peut étre expliquée par
l'interaction électrostatique des systemes cationiques avec les membranes érythrocytaires
chargées négativement [607]. Cependant, de nombreux facteurs tels que le type de plasmide
[495,546,557], le vecteur [527,545,551], et les techniques de marquages appliquées aux
acides nucléiques et/ou au systeme de transfert de gene [6,608,609], ont un impact important

sur la biodistribution des complexes et sur l’expression du transgéne. De plus, les
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modifications des propriétés de surface des complexes cationiques (ex. PEG...) limitent
I’accumulation des particules dans les organes filtres (foie, poumons et rate). En effet, il a été
constaté que les lipoplexes contenant 10% de PEG dans leur composition, entraine une
rétention réduite des lipoplexes dans les tissus pulmonaires et cardiaques des souris nudes en
comparaison avec les non-pégylés [610]. Cependant, aucune différence significative en terme

de délivrance de geénes dans les tumeurs xénogreffées n’a été observée [610].

4.1.1.3 L’inflammation

L’activation du systéme immunitaire inné suite a 1’injection intraveineuse des complexes
a été rapportée dans de nombreuses études [551,611,612]. En effet, les acides nucléiques
libérés dans la circulation sanguine peuvent étre reconnus par les récepteurs Toll-like ; TLR3
qui reconnait I’ARN double brin [613], TLR 7 et TLR 8 qui reconnaissent les ARN simple
brin [614], et le TLR9 qui reconnait les motifs CpG portés par les plasmides [579]. Ceci
conduit a la production de cytokines proinflammatoires (IFNy, IL6, TNFa, ...) [579,615],
accompagnée souvent de toxicités hépatiques et pulmonaires transitoires [562,616,617]. De
plus, dans les voies respiratoires des patients mucoviscidosiques la situation est aggravée par
I’inflammation chronique installée suite aux infections bactériennes [618,619]. Plusieurs
stratégies ont été développées pour éliminer ou réduire la réponse inflammatoire liée a
I’administration systémique des lipoplexes, telles que 1’administration séquentielle des
liposomes cationiques puis d’ADN qui réduit considérablement la production de cytokines
proinflammatoires chez la souris [620], et la mise au point de plasmides entierement CpG free

[495,557].

4.1.2 Voie pulmonaire

Comme mode d’administration locale, la voie pulmonaire (ex. aérosolisation) constitue
un moyen de délivrance de genes idéal pour le traitement de diverses pathologies, comme la
mucoviscidose, 1’asthme, la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO). Elle est
¢galement idéale pour le traitement des infections bactériennes, de I’inflammation excessive
et d’autres manifestations respiratoires. Cependant, le succes de la délivrance de genes par
voies aériennes dépend fortement : (i) du dépo6t des complexes dans les voies respiratoires, (ii)
de la perméation a travers le mucus, (iii) de I’interaction des complexes avec les cellules
cibles, (iv) de I’'inflammation et de la clairance des particules par les macrophages alvéolaires
(Figure 31). La capacité des complexes a traverser le biofilm bactérien est également d’une
grande importance par rapport a I’efficacité de transfection. Ainsi, la compréhension du

comportement des complexes aérosolisés et de leurs interactions avec 1’environnement
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pulmonaire est cruciale pour le développement de formulations aérosolisables efficaces pour
la thérapie génique, notamment de la mucoviscidose. En ce sens, la mucoviscidose constitue

un modele intéressant qui permet la mise au point de nouvelles approches thérapeutiques.
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Figure 31 : Les barrieres anatomiques et biologiques s opposant au transfert de genes dans
les poumons de patients mucoviscidosiques. Une fois dans les poumons (A), les complexes
doivent pénétrer a travers la couche du mucus (B), échapper aux macrophages alvéolaires
(C), interagir avec les cellules cibles (biofilm formé par les bactéries, cellules épithéliales
pulmonaires) (D). La dégradation enzymatique est également cruciale pour le devenir des

acides nucléiques (modifiée d’apres [619]).

4.1.2.1 Dépot des complexes

L’efficacité des complexes aérosolisés dépend de la dose de particules déposées et de leur
distribution dans les poumons. En effet, de nombreux facteurs tels que la taille des particules,
le mode et le dispositif d’administration, et ’anatomie du systéme pulmonaire affectent le
dépot pulmonaire des molécules administrées et par conséquent, leur efficacité thérapeutique
[621]. La taille des particules est un des parametres les plus importants et déterminants pour
la délivrance de genes dans les poumons. En regle générale, les particules ayant un diametre
aérodynamique moyen supérieur a 5 pm, sont localisées principalement dans I’oropharynx et
les voies respiratoires supérieures en raison de la force centrifuge. Les particules ayant un
diametre aérodynamique inférieur a Sum peuvent étre distribuées dans les petites voies
aériennes et les bronchioles, et cette pénétration est corrélée avec une bonne efficacité
thérapeutique [619]. A la différence, les particules présentant un diameétre allant de 1 2 2 um
sont probablement les plus efficaces pour un dépd6t dans les voies aériennes profondes riches

en capillaires alvéolaires [619,622]. Les particules d’un diameétre compris entre 0,1 et 1pm
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sont la plupart du temps expirées, tandis que les plus fines (< 100 nm) peuvent
paradoxalement se déposer dans les voies respiratoires en profitant des mouvements
browniens aléatoires [622]. Cependant, dans le cas des pathologies pulmonaires comme la
mucoviscidose, des centaines de particularités existent. Elles sont principalement liées a
I’obstruction des bronches par un mucus hypervisqueux, au rétrécissement des voies
respiratoires, I’inflammation chronique et les infections bactériennes opportunistes [623]. Une
corrélation significative entre les parametres de la fonction pulmonaire indiquant une
obstruction des voies respiratoires et le dépdt ainsi que la distribution des complexes apres
aérosolisation a été mise en évidence chez les patients CF [624]. En effet, chez les patients
mucoviscidosiques, contrairement aux sujets sains, les dépots bronchiques sont augmentés au
détriment des dépots alvéolaires [621,623,624]. De plus, les profils de déposition des
particules sont tres hétérogenes dans les poumons CF par rapport aux poumons sains. Ainsi, il
est difficile de prédire et d’établir un profil de distribution des complexes dans les poumons

de patients CF.

4.1.2.2 Mucus

La surface des voies aériennes est recouverte d’une couche de mucus (épaisseur : 5-
S55um), secrétée par les cellules caliciformes et les glandes sous-muqueuses. 90 a 95 % de la
masse du mucus est constituée d’eau. Le reste est composé de mucines, d’ADN, de lipides,
d’¢lectrolytes, de protéines, de cellules et de débris cellulaires [625,626]. Cette couche de
mucus représente une barriere physique qui peut fortement affecter le ciblage et la
biodisponibilité des complexes [627,628]. La composition, la quantité ainsi que les propriétés
rhéologiques du mucus sont les principaux déterminants de I’absorption et de la distribution
des particules dans les poumons. Les mucines constituant le mucus, lui conferent ses
propriétés rhéologiques, principalement sa viscoélasticité qui est essentiellement attribuée aux
mucines MUCS5AC et MUCSB [629]. Les mucines sont des glycoprotéines de masse
moléculaire élevée, avec alternance de régions glycosylées et riches en cystéine, qui jouent un
role majeur dans I’épuration mucociliaire. Elles sont chargées négativement en raison de
I'abondance des groupes carboxyles aux extrémités des réseaux d'enchevétrement, et forment
des glycanes par des liaisons disulfures internes, des enchevétrements physiques et par des
interactions non covalentes [630]. L hétérogénéité de leurs chaines de glycanes représente un
éventail de récepteurs permettant la reconnaissance et 1’adhérence bactérienne, empéchant
ainsi les bactéries et les complexes cationiques d’atteindre la surface des cellules épithéliales

[631]. En effet, une fois que les particules inhalées ont atteint les voies respiratoires, celles-ci
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peuvent étre piégées par la couche de mucus et éliminées par les mécanismes de clairance
mucociliaire [632]. Chez les patients mucoviscidosiques, la surproduction d’un mucus
hypervisqueux complique davantage la délivrance de genes, limitant par conséquent la
quantité de particules atteignant les cellules cibles [594,633,634]. La concentration de
mucines dans les expectorations provenant d'un sujet normal est d'environ 20 g/L [635]. La
concentration de mucines, essentiellement MUCSAC et MUCS5B diminue dans les
expectorations des patients mucoviscidosiques [636]. Cependant, chez les patients CF ou le
mucus est beaucoup plus important, il peut y avoir une concentration plus élevée de mucines
jusqu'a 47 g/L [637]. Les crachats de patients CF sont caractérisés par une quantité d’eau
réduite, des mucines intactes (< 20g/L), ainsi que par des débris cellulaires et bactériens
(notamment de I’ADN et de ’actine) pouvant altérer I’intégrité des vecteurs et limiter leur
trafic vers les membranes cellulaires [594,618,632,638]. En effet, les biopolymeres présents
dans les expectorations des patients mucoviscidosiques, forment un réseau de fibres
empaquetées avec des mailles de 100 a 1000 nm, ce qui peut permettre une diffusion facile de
la plupart des complexes nanométriques [639,640]. Au vue de ces résultats, et afin de réussir
a traverser le mucus des patients CF, les particules aérosolisables doivent étre d’assez petites
(taille « nanométrique » est mieux que la taille « micro »), et avoir une surface hydrophile et
neutre pour limiter les interactions avec le mucus [641,642].

Le mucus est éliminé des voies respiratoires profondes par le mouvement des cils
(clairance mucociliaire). Ce processus entraine un auto-renouvellement de la couche du
mucus toutes les 20 minutes environ chez un sujet sain [643,644]. Bien que le mucus est
éliminé par le mouvement des cils, certaines maladies pulmonaires, tels que la mucoviscidose,
sont caractérisées par un changement drastique du taux de clairance mucociliaire [645,646].
En effet, chez les patients mucoviscidosiques le mucus est tellement hypervisgeux que les cils
ne parviennent pas a 1’éliminer [646]. L’une des approches thérapeutiques contre le mucus
hypervisqueux chez les patients CF est I’hydratation, car cela augmente la clairance
mucociliaire. L’hydratation du mucus peut étre réalisée soit par hydratation directe (par
administration d'agents osmotiques comme la solution hypertonique ou le mannitol
(Bronchitol™), qui entraine la mise en place d’un gradient osmotique), soit en utilisant les
modulateurs du CFTR pour corriger le dysfonctionnement de transport ionique, et
pharmacologiquement en ciblant d’autres canaux ioniques sur les cellules épithéliales des
voies respiratoires [94]. (Voir chapitre mucoviscidose : point 7 Traitements de la

mucoviscidose et prise en charge page 21).
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4.1.2.3 Barrieres cellulaires
4.1.2.3.1 Biofilm bactérien

L’inflammation chronique et les infections bactériennes opportunistes, principalement par
Pseudomonas aeruginosa est I’une des causes majeures de morbidité et de mortalité chez les
patients CF [647,648]. La persistance des infections pulmonaires a Pseudomonas aeruginosa
typiques de la mucoviscidose et la résistance aux antibiotiques est due a la formation d’un
biofilm de bactéries résistantes, dont la croissance est facilitée par le mucus épais et
déshydraté dans les poumons CF (Figure 32) [647—650]. Les biofilms bactériens sont des
amas structurés de cellules bactériennes enrobées d’une matrice polymérique composée de

polysaccharides, de protéines, d’ADN, et attachés a une surface [651].
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Figure 32 : Etapes de la formation d’un biofilm bactérien (d apres [651]).

La formation du biofilm par des bactéries est reconnue comme un probléme majeur dans
les infections chroniques. En effet, la pénétration des antibiotiques a travers la couche du
biofilm est réduite. De plus, les particules administrées (antimicrobiens ou complexes de
délivrance de genes) peuvent étre piégées au sein du biofilm due a des interactions
électrostatiques avec les composants de la matrice du biofilm (alginates, polysaccharides,...),
diminuant par conséquence la biodisponibilité des antibiotiques a proximité des colonies
bactériennes et des complexes de transfection a proximité des cellules cibles [650,652]. A titre
d’exemple, chez les patients mucoviscidosiques I’efficacité¢ de la tobramycine inhalée est

fortement affaiblie, en raison probablement des interactions électrostatiques de la tobramycine
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avec les constituants du biofilm bactérien [653,654]. Ainsi, dans le but de supprimer les
interactions non spécifiques des particules inhalées avec le biofilm entourant les bactéries, il
est important de développer des molécules ayant des propriétés de surface adéquates (la
charge, degrés de lipophilicité, PEG, taille,...) pour améliorer leur efficacité. Par ailleurs,
I’accroissement des connaissances sur les principaux composants du biofilm (protéines,
récepteurs,...) pourrait étre trés utile pour la conception de molécules thérapeutiques efficaces

[655].

4.1.2.3.2 Cellules épithéliales des voies aériennes (jonctions serrées)

Les systemes de transfert de genes doivent par ailleurs traverser la membrane des cellules
épithéliales des voies respiratoires et accéder au cytoplasme puis au noyau pour que le géne
d’intérét puisse y étre transcrit. Pour améliorer I’accumulation des particules au niveau des
cellules cibles, différentes approches peuvent étre développées, en utilisant des transporteurs
ayant des propriétés de surface adéquates (ex. charge, taille,...) permettant de favoriser les
interactions des particules avec les membranes des cellules cibles. Pour cela, des motifs
fonctionnels peuvent étre greffés a la surface des particules de transfert de genes afin de
développer des constructions de ciblage actif [656]. En effet, I’ajout a la surface d’un ligand
reconnaissant par exemple un récepteur surexprimé par les cellules épithéliales des voies
respiratoires des patients mucoviscidosiques ou par les bactéries pourraient augmenter
davantage la sélectivité des complexes en activant les mécanismes de transport médié par le
récepteur. A titre d’exemple, une surexpression des récepteurs TLR 2 et 5 intervenants dans la
reconnaissance bactérienne, a la surface apicale des cellules de 1'épithélium pulmonaire des
patients mucoviscidosiques a été rapportée [657]. Autre point, les voies respiratoires
humaines sont bordées de cellules épithéliales liées entre elles par des jonctions serrées
apicales. Les jonctions serrées scellent la barriere épithéliale et déterminent le transport
paracellulaire de différents composés. De nombreuses données suggerent que des stratégies
visant a ouvrir les jonctions serrées des cellules épithéliales polarisées peuvent améliorer la
livraison de geénes dans les cellules pour le traitement des maladies. En effet, il a été rapporté,
qu’une interruption transitoire des jonctions serrées avec une solution saline hypotonique et
des agents chélateurs tels que I’EGTA (Ethylene Glycol Tetraacetic Acid) ont été utilisées
pour améliorer la délivrance des lipoplexes [658]. L’efficacité des vecteurs peut également
étre améliorée par une pré-administration de molécules telle que la LPD permettant
I’ouverture des jonctions serrées, facilitant ainsi 1’accés au vecteur a la membrane

basolatérale des cellules épithéliales [376]. Il a ét€ démontré que l'infection par Pseudomonas
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aeruginosa provoque la rupture des jonctions serrées entre les cellules épithéliales et par
conséquent détruit la barriere épithéliale [659]. En conséquence, les complexes PEI/ADN
administrés par voie intratrachéale chez les animaux infectés accedent au coté basolatéral des
cellules et a 1'ensemble de 1’épithélium, donnant lieu & une augmentation significative de
l'efficacité de transfection [659]. Une étude récente, a démontré que les glucocorticoides
améliorent le fonctionnement de la barriere épithéliale pulmonaire en augmentant la
sélectivité paracellulaire des ions CI' [660]. Ce mode d'action des glucocorticoides sur
I'épithélium pulmonaire pourrait étre bénéfique pour les patients qui souffrent de diverses

pathologies.

4.1.2.3.3 Phagocytose (clairance par les macrophages alvéolaires)

Pour la plupart des pathologies pulmonaires, les macrophages alvéolaires représentent un
obstacle majeur pour la délivrance de genes. Cette regle générale ne s’applique cependant pas
aux patients mucoviscidosiques, pour lesquels de nombreuses études suggerent une
phagocytose dysfonctionnelle, probablement due a un défaut inhérent dans les neutrophiles et
macrophages des voies respiratoires [661]. Des études récentes ont montré que les
macrophages présents dans les expectorations des patients atteints de la mucoviscidose
expriment des niveaux réduits des récepteurs MARCO (Macrophage Receptor with
COllagenous structure) et des récepteurs de mannose (CD206) responsables des liaisons aux
bactéries [662]. Le processus d’efferocytose, qui correspond a I’élimination des cellules
mortes par les macrophages alvéolaires [663], semble également altéré dans la mucoviscidose,
en raison du clivage par I’élastase des neutrophiles des récepteurs de la phosphatidylsérine
(I'un des signaux des plus importants de cellules apoptotiques) [664,665]. Ces observations a
propos du dysfonctionnement des mécanismes de phagocytose dans la mucoviscidose
pourraient fournir un nouvel outil pour une conception améliorée des formulations inhalables,

ouvrant la voie a des options thérapeutiques plus efficaces.

4.2 Barrieres intracellulaires

L’internalisation cellulaire et le trafic intracellulaire des complexes sont considérés
comme une étape clé dans le processus de transfection non virale, car ils régissent 1’efficacité
du transfert de genes. Ainsi, le role du vecteur est (1) de compacter et de protéger I’ADN afin
de faciliter les étapes clé de délivrance de genes qui sont essentiellement (2) I’internalisation
cellulaire, (3) I’échappement endosomal, (4) I’entrée dans le noyau, et (5) I’expression du
transgene (Figure 33). En effet, les acides nucléiques peuvent étre dégradés s’ils ne sont pas

totalement complexés par le vecteur (lipide ou polymere cationiques). Les complexes
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(lipoplexes ou polyplexes) formés peuvent étre ¢liminés avant d’atteindre la surface des
cellules cibles, et peuvent ne pas étre internalisés. Apres internalisation cellulaire, une partie
des acides nucléiques peut étre dégradée a ’intérieur des endosomes tardifs et des lysosomes
(Figure 33). Une fois libéré dans le cytoplasme I’ADN peut ainsi étre dégradé par les DNase
cytoplasmiques. De plus, ’ADN transloqué vers le noyau peut ne pas €tre correctement
transcrit ou ne pas étre transcrit du tout. Si I’acide nucléique d’intérét est transcrit, ’ARNm

synthétisé peut ne pas produire une protéine fonctionnelle.

Lipoplexesou &
polyplexes ® ® o 1. Stabilité¢ des complexes durant le trafic
) °

o o,® o cellulaire et ciblage cellulaire

L' LL "I"I"I'

( e ) o mmm— ) ()
1. Endocytose ’
R. 0/

3. Echappement endosomal
AN app et

5. Expression du
transgene

Figure 33 : Barrieres intracellulaires de la thérapie génique (modifiée d’apres [666]). Les
lipoplexes ou polyplexes doivent étre suffisamment stables pour protéger la séquence d ‘acides
nucléiques mais aussi instables pour libérer cette séquence pour qu’elle gagne le noyau des
cellules cibles (1). Apreés administration les complexes doivent étre internalisés de maniere
efficace (2). Apres endocytose, les particules doivent s’échapper des endosomes (3), et
atteindre le noyau (4). Une fois dans le noyau, le transgene doit €tre disponible pour la
machinerie transcriptionnelle afin de permettre ensuite l’expression du transgene (5). (L:

Lysosome, R : Recyclage endosomal, T : Transcytose, V : Vésicule)
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4.2.1 L’endocytose des complexes

La membrane plasmique est la barriere entre la cellule et son environnement, et joue un
role majeur dans la protection des cellules et les interactions avec les différents composants
du milieu environnant. La membrane plasmique régule le transport de diverses molécules
entre l'intérieur et l'extérieur de la cellule. Alors que les petites molécules peuvent étre
transportées par des pompes ou des canaux, les macromolécules quant a elles nécessitent des
mécanismes d’endocytose et/ou d’exocytose pour leur transport cellulaire, c'est-a-dire
correspondant a des mouvements membranaires [667]. Les agents thérapeutiques y compris
les complexes de transfert de génes, ont souvent besoin d’étre internalisés par les cellules pour
atteindre le noyau et produire 1’effet thérapeutique attendu. Ceci est une étape critique.
L’endocytose des complexes peut se faire par plusieurs mécanismes. En effet, il existe
différentes voies d’endocytose, qui sont principalement (Figure 34 et 35): la phagocytose et la
pinocytose qui elle méme regroupe plusieurs voies d’internalisation (la macropinocytose,
I’endocytose clatherine dépendante, 1’endocytose cavéoline dépendante et la voie clatherine -

cavéoline indépendante [668]). Seules les plus importantes seront décrites ici.

Endocytose
Phagocytose <_'|;, Pinocytose

l

+ v ¥ v
Macropinocytose  L'endocytose clatherine L'endocytose cavéole L'endocytose clatherine - cavéoline
- dépendante - dépendante indépendante
Dynamine - Dépendante l

Rho A, Flotilline, Arf6
and Cdc42 dépendante

Dynamine - Dépendante / indépendante

Figure 34 : Classification des voies d'endocytose. L'endocytose est définie comme un
processus par lequel les cellules internalisent diverses molécules du milieu environnant. Il

existe plusieurs processus qui impliquent différents effecteurs (D apres [668]).

4.2.1.1 La phagocytose

La phagocytose est un processus d’internalisation des particules (> 0.5um) par les
cellules. La phagocytose est principalement assurée par des cellules spécialisées telles que les
macrophages, les neutrophiles et les monocytes pour éliminer les agents pathogenes (ex.

bactéries,...) et les débris des cellules apoptotiques. D'autres types cellulaires tels que les
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cellules de I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) [669], les ostéoclastes [670], les cellules
endothéliales et les cellules épithéliales pulmonaires [671], utilisent également ce mode
d’internalisation. En effet, la phagocytose des lipoplexes et polyplexes par les cellules
épithéliales des voies respiratoires et par d’autres types cellulaires a également été mise en
évidence [672,673]. L’invagination des membranes cellulaires grace aux filaments d’actine
permet la phagocytose des particules. La vésicule formée se détache de la membrane et forme
un phagosome précoce, qui évolue en phagosome tardif puis en phagolysosome apres fusion

avec les lysosomes, ou la particule phagocytée sera dégradée (Figure 35).

Phagocytose Macropinocytose Dynamine - Dépendante Dynamine dépendante/indépendante

PR H

Pamcule g-j‘

o

c.—‘- Dv-

Rho A, Flotilline, Arf6,

3 1' .
s, o GG Clatherine - Cavéoline - Cdc42 dépendante
Qé\; ’:‘;; Fluide Dependante Dependante
Ftes o0 g 0t . "
84
b
l wta
a, A 3 7
e,
ey X
o D 55
(XA e
o i
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précoce
Rabs,
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Rab 14 Rab11

o
- Phagosome . Endosome
tardif ___ Endosome précoce 1
e e Rab 15 de recyclage

Endosome tardif Rab ’

- 4

Rab 7
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Figure 35: Vue d'ensemble des processus d'endocytose. Représentation schématique des
multiples voies d'endocytose. Les protéines Rab (GTPases) coordonnent la circulation
intracellulaire des vésicules, et leur utilisation comme marqueurs des compartiments

d'endocytose peut aider a identifier le devenir de la particule internalisée (modifiée d’apres

[668]).
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4.2.1.2 La pinocytose

La pinocytose permet I’internalisation des particules de petite taille et des solutés. La
pinocytose comprend un certain nombre de voies d’internalisation (Figure 34), dont seules les
principales seront décrites ci-apres.
4.2.1.2.1 La macropinocytose

La macropinocytose, en comparaison avec la phagocytose, permet 1’endocytose de
particules plus petites, dans des vésicules appelées macropinosomes. Ce mécanisme est
essentiellement utilisé par les cellules dendritiques et les macrophages. La macropinocytose a
été étudiée comme une voie pour délivrer des molécules bioactives aux cellules. En effet, il a
été suggéré que les peptides de pénétration cellulaire riches en acides aminés positifs tels que
le peptide cationique TAT dérivé du VIH [674], ou des oligomeres d'arginine, sont
préférentiellement internalisés par ce mécanisme [675,676], et que les résidus basiques sont
nécessaires dans le processus de macropinocytose [674]. Il a également été rapporté que la
macropinocytose contribue a I’internalisation des complexes PLL/ADN [677]. Cependant,
cette voie altere 1'efficacité de la transfection des cellules d'hépatocarcinome humain [677].
Des nanoparticules lipidiques contenant des siRNAs utilisent également la macropinocytose
comme voie d’entrée cellulaire in vitro et in vivo dans le foie de souris [678,679]. Cependant,
les auteurs ont constaté que les nanoparticules lipidiques des siRNAs pénetrent dans les
cellules par les deux voies d’endocytose ; voie des clathrines et par le mécanisme de
macropinocytose [679]. Cette étude montre la complexité du processus d’endocytose et la
nécessité de multiples techniques quantitatives et des études approfondies pour €lucider les

voies impliquées.

4.2.1.2.2 L’endocytose clathrine — dépendante

La voie clatherine — dépendante est un processus complexe et bien décrit, qui permet
I’endocytose de molécules par formation de vésicules recouvertes de clathrines (Figure 35).
C’est la voie privilégiée concernant I’internalisation des lipides cationiques de transfert de
genes. Elle est commune a toutes les cellules eucaryotes. En bref, le processus comprend la
reconnaissance spécifique des particules par les récepteurs membranaires, entrainant la
formation de puits recouverts de clathrine dits « mantelés », dans lesquels les complexes sont
alors internalisés. La phosphorylation de la dynamine entraine le détachement de la vésicule
de la membrane plasmique. La dynamine est une GTPase, impliquée dans la formation de la
vésicule. Il est important de noter que son implication n’est pas spécifique de la voie

clatherine — dépendante [668]. La formation des vésicules est un mécanisme actif qui requiert
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de I’ATP. En effet, la vésiculation s’accompagne de 1’activation d’une ATPase a protons a
I’origine de l'acidification progressive des vésicules et de la perte du manteau de clathrines.
Apres la scission de la membrane cellulaire, une gamme de protéines accessoires est
responsable du maintien du cytosquelette d'actine et aident a la migration des endosomes
[680], et les clatherines sont ensuite recyclées pour former de nouvelles vésicules. Les
vésicules lisses ainsi formées fusionnent pour former les endosomes précoces. A partir des
endosomes précoces, les particules internalisées sont soit renvoyées a la surface cellulaire,
soit transférées dans les endosomes tardifs, puis vers les lysosomes pour dégradation [681—
683]. Un gradient de pH se met en place a I’intérieur des vésicules, allant d’un pH de 6,5-6,8
pour les endosomes a un pH de 4,5 pour les lysosomes [684]. La migration des vésicules est
sous contrdle des protéines rab (GTPases) spécifiques de chaque type de vésicule. Ainsi, les
protéines rab5 sont spécifiques des endosomes précoces alors que les protéines rab7 sont des
marqueurs des endosomes tardifs (Figure 35). Le ciblage des complexes utilisant la voie
d’endocytose clatherine — dépendante peut se faire par greffage de ligands spécifiques tels que
la transférrine et le facteur de croissance épidermique (EGF) [685]. En outre, il a été suggéré
que les liposomes anioniques utilisent 1’endocytose médiée par les récepteurs des LDL (Low
Density Lipoprotein), et des liposomes enrichis en apolipoprotéine E (apo E) ont été concus

pour cibler spécifiquement cette voie d'internalisation [686].

4.2.1.2.3 L’endocytose cavéole — dépendante

Les cavéoles sont des domaines membranaires plasmatiques riches en cholestérol et en
sphingolipides, caractérisées par leur morphologie distincte (invaginations en forme de puits
60 - 80 nm) [687]. Les protéines de revétement appelées cavéolines sont des protéines
membranaires, tandis que les cavins sont des protéines cytoplasmiques qui forment des
complexes hétéromeres associés a des cavéoles et régulent leur dynamique et leurs fonctions
[668]. Les cavéoline -1 et -2 sont exprimées dans la plupart des types cellulaires, tandis que la
cavéoline-3 est principalement exprimée dans le muscle strié (cardiaque, squelettique). Les
cavéoline-1 et -3 sont essentielles pour la formation de la cavéole, et le manteau cavéolaire
formé comprend quelques 144 + 39 hétéro-oligoméres de cavéolines [688], qui entrainent
I’invagination de la membrane. La famille des protéines cavins comprend cavin-1 a - 4.
Cavin-1 est nécessaire pour la formation de la cavéole [689], tandis que cavin-2 joue un rdle
dans l'invagination de la cavéole [690]. La protéine cavin-3 participe a la formation et au
trafic des vésicules cavéolaires [691], et cavin-4 est spécifique du muscle [692]. Cavin-1 co-

localise avec la cavéoline-1, mais aucune interaction directe n’a été démontrée. Il a été
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suggéré que les motifs protéiques cavins s’associent avec les membranes cellulaires par
liaison a la phosphatidylsérine [687]. La régulation négative de 1’expression de cavin-1 résulte
en une perte des cavéoles, et en une diminution des quantités de cavéoline-1 qui deviennent
sensibles a la dégradation endolysosomale [689]. En d'autres termes, l'inhibition de
I'expression soit de la cavéoline-1 soit de cavin-1 résulte en 1'absence des cavéoles dans la
plupart des types de cellules [668]. La densité des cavéoles et 1'expression des protéines
cavéoline et cavin varient considérablement entre les différents types cellulaires et tissus
[687]. En effet, les cavéoles sont abondantes dans les cellules endothéliales, les adipocytes, et
les cellules du muscle squelettique constituant jusqu'a 50% de la superficie de la surface
cellulaire. Dans d'autres types cellulaires, comme les lymphocytes, les tubules proximaux
rénaux [693], et de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses couramment utilisées (MCF7
(Michigan Cancer Foundation - 7), et PC3 (Human prostate cancer)) les cavéoles sont
indétectables. La densité des cavéoles peut varier au sein méme d'une cellule. En effet, la
plupart des surfaces apicales des épithéliums ont une faible densité en cavéoles [694].
L'importance des cavéoles comme dispositif de protection de la membrane plasmique,
d’organisateurs et capteurs membranaires, et comme voie d’entrée des molécules
thérapeutiques a été mise en évidence par les liens entre le dysfonctionnement des cavéoles et

les maladies humaines, tels que les dystrophies musculaires et les cancers [687].

4.2.2 L’échappement endosomal

La sortie des endosomes est une étape cruciale pour le devenir et 1’efficacité des vecteurs
synthétiques. En effet, une fois internalisés, les vecteurs non-viraux se retrouvent piégés dans
des endosomes dits précoces, et seule une petite fraction arrive dans le cytosol [695]. Pour
atteindre leur cible nucléaire, ils doivent obligatoirement s’échapper de ces endosomes le plus
rapidement possible pour éviter la dégradation de I’ADN. Les endosomes précoces évoluent
progressivement a I’intérieur des cellules et apres une acidification croissante suite a I’action
de pompes a protons ATPases — dépendantes, vont se transformer en endosomes tardifs.
Ceux-ci fusionnent avec des lysosomes (renfermant des hydrolases, dont des nucléases), dans
lesquels le pH est environ égal a 5. Les particules endocytées subissent alors une dégradation
par ces enzymes. Ainsi, I’ADN, pour ne pas étre dégradé lors de ce processus, doit s’échapper
des endosomes avant qu’ils n’aient fusionné avec les lysosomes. Les mouvements de « flip-
flop », et 'utilisation de lipides fusogeénes dans la formulation des liposomes (ex. DOPE)

[696], ou de peptides fusogenes couplés aux lipides ou aux polymeres [697], ainsi que le
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phénoméne d’éponge a protons des polymeres cationiques [6,12,477,480], sont les
mécanismes principalement impliqués.

Les polymeres cationiques tels que la PEI utilisent le phénomeéne d’éponge a protons
pour s’extraire des endosomes apres leur endocytose (Figure 36). Ce phénomene se produit
grace au pouvoir tampon des amines secondaires protonables qui permettent de contrecarrer
I’acidification endosomale. A pH endosomal, la protonation des amines secondaires
neutralisent les protons générés dans les endosomes par un mécanise ATPase-dépendant. Ceci
entraine une entrée massive des ions CI° et d’H,O dans les endosomes augmentant ainsi la
concentration ionique a I’intérieur des endosomes. La neutralisation des protons
s’accompagne d’un phénomeéne osmotique qui conduit a la déstabilisation de la membrane
endosomale et au relargage de leur contenu dans le cytosol. Comme évoqué précédemment, le
remplacement de ces amines protonables par des amines quaternaires non protonables
entraine une diminution significative de 1’efficacité de transfection de la PEI [483].
L’utilisation de I’histidine dont le noyau imidazole est protonable a faible pH (< 6), permet de
générer un effet éponge a protons. En effet, comme mentionné ci-dessus, la PLL (190 résidus
lysine) contenant des résidus histidine (90 résidus) améliore significativement 1’efficacité de
transfection de la PLL normale [516]. D’autres stratégies visant le gonflement des endosomes
par un effet de pompes a protons par ’utilisation de polymeres cationiques possédant des
bases faibles ont également été développées [698]. Depuis, de nombreux polymeres contenant

des motifs histidine ou imidazole ont été synthétisés [6,12].
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Figure 36: Représentation schématique des principaux mécanismes d’échappement

endosomale des polyplexes et lipoplexes (modifiée d’apres [598]).

Concernant les lipoplexes, leur charge positive peut contribuer a la déstabilisation de la
membrane des endosomes et a la libération des acides nucléiques dans le cytoplasme par un
phénomene dit de « flip-flop » entre les lipoplexes cationiques et les lipides anioniques a la
face du feuillet cytoplasmique de la membrane endosomale (Figure 36) [699]. Le lipoplexe
déstabilise la membrane endosomale en provoquant le mécanisme « flip-flop » des lipides
anioniques du coté cytoplasmique qui s’inversent avec ceux de la lumiere de 1’endosome
[700]. L’association des lipides cationiques avec les lipides anioniques entraine la
neutralisation des charges. Ce mécanisme permettrait donc le relargage des acides nucléiques
depuis les endosomes dans le cytoplasme [700]. D’autres stratégies visant a améliorer
I’échappement endosomal des lipoplexes ont €été¢ mises au point. L’utilisation de la DOPE un
lipide fusogene sensible au pH, dans les formulations des liposomes pour ses propriétés de
déstabilisation de la membrane des endosomes, a été largement étudiée [696]. Dans les
endosomes, a pH acide (pH5-6) la bicouche lipidique de la DOPE se réorganise en structures
hexagonales inverses puis fusionne avec la membrane endosomale en induisant sa
déstabilisation et conduisent a la libération des acides nucléiques. L’utilisation des chaines

phytanyles qui favorisent une organisation structurale hexagonale inverse a €galement été
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évaluée avec succes dans notre équipe [617]. Récemment, il a ét€¢ démontré que les
lipopolyplexes contenant de la DOPE présentaient un trafic endosomal rapide et efficace
accompagné d’une accumulation nucléaire de I’ADNp, tandis que les formulations contenant
la DOPC (Dioleoyl phosphatidyl choline) restent piégées dans les compartiments endo-
lysosomales tardifs [701]. Tout comme pour les polymeres cationiques, des lipides
comportant des groupements histidines ou imidazoles ont également été synthétisés [12]. Des
peptides fusogeénes d’origine virale ou synthétique, capables d’induire un échappement
endosomal ont été¢ développés et permettent d’augmenter 1’efficacité¢ de délivrance de genes
[702-704]. Des liposomes pH sensibles incorporant un noyau imidazole
[12,526,531,532,705], ou un motif PEG clivable a pH acide (pHS) [706], ont été synthétisés.
Ces composés permettent I’augmentation de la fusogénicité des systeémes de transfert de

genes, et par conséquent leur efficacité de transfection.

4.2.3 Routage intracellulaire et Import nucléaire

L’entrée dans le noyau représente une étape ultime dans le processus de transfection. Peu
de données existent sur le devenir de ’ADN (nu ou complexé) a sa sortie de I’endosome.
Alors que ceci est sans doute 1’étape la plus limitante du transfert de genes non viral. Un
mécanisme de routage intracellulaire des complexes cationiques jusqu’au noyau a été
proposé, qui serait tributaire du gradient ionique dans le cytosol. En effet, les polycations
suivraient un gradient d’affinit¢ polyanionique en passant par les tubulines, puis 1’actine pour
atteindre des zones riches en acides nucléiques [707]. L hypothése la plus probable est que les
complexes cationiques utilisent le cytosquelette pour diffuser dans le cytoplasme [708,709].
En effet, le cytosquelette constitué de microfilaments d’actine, de filaments intermédiaires, de
microtubules et de protéines motrices (myosine, dynéine et kinésine) permet le déplacement
de nombreux composés a travers le cytosol. Il a été¢ d’ailleurs montré que I’adénovirus
(sérotype 5) et le virus HIV utilisaient la dynéine et les microtubules pour migrer vers le
noyau [710,711]. Ainsi, I’utilisation d’un vecteur présentant un ligand de la dynéine pourrait
permettre un transport cytosolique rapide de ’ADN d’intérét vers le noyau [712]. Suh et al.
ont également montré que les polyplexes (taille < 100 nm) de PEI 25 KDa étaient transportés
du cytoplasme vers le noyau le long des microtubules grice aux protéines motrices du
cytosquelette [713]. En fait, ce sont les vésicules endosomales contenant ces nanocomplexes
qui seraient transportés le long des microtubules, et une fois a proximité du noyau, les
nanocomplexes s’échapperaient de ces vésicules [713]. L’importance du cytosquelette a

également été démontrée apres transfection par électroporation, apportant cette fois - ci un
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effet bénéfique pour le transfert de geénes, en facilitant I’invagination de la membrane
plasmique des cellules et I’internalisation des complexes [714]. Récemment, il a ét€ montré
que lorsque les cellules (CHO : Chinese Hamster Ovary) sont transfectées avec la formulation
DOTAP-DOPC, la majorit¢ de ’ADNp se retrouve piégés dans les lysosomes, limitant par
conséquent D’efficacité de transfection du DOTAP-DOPC [715]. En parallele, celles
transfectées avec les lipoplexes contenant du DC-Chol — DOPE présentaient un échappement
endosomal efficace, probablement en raison de la DOPE et des molécules de cholestérol, qui
sont capables de déstabiliser la membrane endosomale [715]. Ces résultats suggerent que
I'ADNp est délivré au noyau de maniere synergique: le processus nécessite a la fois 1’activité
membranaire fusogénique de ’enveloppe du vecteur et 1’utilisation de lipides ayant une
capacité intrinseque de rupture endosomale [715]. 1l a été montré que seul 0.1% d’ADN sont
transcrits aprés une microinjection dans le cytoplasme [716,717]. A I’inverse, une
microinjection intranucléaire des lipoplexes n’aboutissait pas a une expression du transgene
[717,718]. Ceci suggere donc que I’ADN doit arriver sous forme libre (dissocié du vecteur)
dans le noyau pour y étre transcrit. Cependant, une autre étude a montré que I’ADN pouvait
accéder a la machinerie transcriptionnelle, alors qu’il est encore complexé a la PEI [481]. La
translocation nucléaire des complexes non viraux est facilitée par la rupture de la membrane
nucléaire pendant la division cellulaire [719,720]. Bien qu’étant faible, la transfection des
cellules quiescentes est toutefois possible. En effet, en absence de mitose les particules
d’ADNp pénetrent dans le noyau a travers les pores nucléaires (NPC : Nuclear Pore Complex)
[721]. Selon le type cellulaire, seulement 1 a 10% des plasmides internalisé€s par les cellules
se retrouvent dans le noyau [722]. En effet, si les petites particules d’ADNp sont capables de
traverser les pores nucléaires, celles d’une taille supérieure a 2 kb restent bloquées dans le
cytoplasme [723]. L’amélioration du transport nucléaire des ADNp est donc une étape
importante pour I’optimisation de I’efficacité transfection.

Parmi les stratégies mises au point pour améliorer I’import nucléaire des acides
nucléiques a travers le NPC, I’incorporation des séquences NLS (Nuclear Localization Signal)
dans les formulations est la plus étudiée. Utilisés in vivo dans le cadre d’une approche
d’immunothérapie, les ADNp contenant des séquences NLS donnent lieu a une meilleure
expression du transgéne chez les souris avec une augmentation des lymphocytes T
cytotoxiques (CTLs) [724]. 11 a été montré que 1’import nucléaire des ADNp a travers le NPC
est un processus séquence-spécifique, médié par des éléments eucaryotes dits DTS (DNA
Nuclear Targeting sequences) (Figure 37) [725-727]. Ce type de séquences permet

I’interaction avec les facteurs de transcriptions tels que NFkB. Les facteurs de transcription
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étant fonctionnel dans le noyau ils possedent leurs séquences NLS, qui peuvent étre reconnues
par les importines, protéines assurant le transit des facteurs de transcription et des séquences
nucléiques associées vers le noyau. Ainsi, I’utilisation de plasmide contenant une séquence
(72 pb) de I’enhancer SV40 permet ’entrée des ADNp dans le noyau, alors que le plasmide
controle (dépourvu de la séquence de I’enhancer) reste dans le cytosol jusqu’a une éventuelle
division cellulaire [725,728]. Cette séquence, dite séquence de ciblage nucléaire nommée
SV40 ADN DTS, a montré son efficacité dans toutes les lignées cellulaires testées, y compris
les cellules primaires dérivées de singe, de rat, de souris, de hamster, de poulet, et d'origine
humaine, ainsi qu’ in vivo [729-733]. Autres séquences DTSs développées, la séquence 3NF,
consiste en une triple répétition de la séquence d’interaction avec le facteur anti-apoptotique
NFkB [15,734]. La répétition des motifs 3NF placés en amont et en aval de la cassette
d’expression du transgéne augmente considérablement 1’import nucléaire et I’expression du

transgene [15,734].

Pore

nucléaire\\an

(s
s
Facteurs de ; )
transcription mportlne Cytoplasme

Figure 37 : L’import nucléaire des plasmides (modifiée d’apres [727]). Les facteurs de
transcription ainsi que d'autres protéines nucléaires entrent normalement dans le noyau
grace aux interactions entre leurs séquences NLS et les importines. Cependant, si des
plasmides contenant certaines séquences qui agissent comme des échafauds pour des facteurs
de transcription et d'autres protéines de liaison a 1'ADN tels que les DTS sont déposés dans le
cytoplasme au cours de la transfection. Ils peuvent former des complexes avec ces protéines,
reliant ainsi les NLS a [’ADN. Certains NLS peuvent adopter une conformation qui leur
permet d'interagir avec les importines pour le transport du complexe protéine-ADN dans le

noyau par le biais du complexe du pore nucléaire.

L’ensemble des résultats montrent que 1’étape de I’'import nucléaire reste 1’étape la plus
limitante du transfert de genes non viral. Ils laissent penser que d’autres mécanismes
indépendants des importines permettant 1’entrée nucléaire existent. Des études plus

approfondies sont nécessaires pour mieux comprendre le processus d’import nucléaire des
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complexes synthétiques de transfection selon le type du vecteur et du plasmide utilisés, le

modéle cellulaire,. . .etc.

4.2.4 L’expression du transgéne

L’expression du transgene est fondamentale pour le transfert de génes. Une fois dans
le noyau I’ADNp doit étre transcrit en ARNm. Cette étape nécessite une polymérase qui se
fixe sur le promoteur du plasmide. Ainsi, le choix du promoteur est un critere important a
prendre en considération lors de la construction du transgene. En effet, la nature du plasmide a
un impact direct sur le niveau et la durée de I’expression du transgene d’intérét [546,735]. De
nombreuses études suggerent que le promoteur du CMV permet une meilleure efficacité de
transfert de genes (essentiellement in vivo), que les autres promoteurs tels que le promoteur du
SV40, thymidine kinase (TK) [600]. Cependant, I’expression du transgeéne sous la dépendance
de promoteurs viraux, (ex. CMV), est généralement élevée mais trés transitoire. L’extinction
d’expression serait due au silencage épigénétique du promoteur en raison de la présence des
motifs CpG, dont les cytosines subiraient une méthylation a I’intérieur des cellules [736,737].
L’inflammation induite par les motifs CpG a la suite de leur reconnaissance par le systéme
immunitaire (TLR9) [579,615], aurait également un impact négatif sur I’expression du
transgene [738—741]. Cela a amené a étudier I’expression du transgéne obtenue lors de
’utilisation de différents promoteurs cellulaires voire de constructions hybrides d’éléments
régulateurs. Ces recherches ont permis d’identifier le promoteur hybride associant des
éléments régulateurs du virus CMV et du promoteur cellulaire hCEFI comme candidat
intéressant pour améliorer 1I’expression des ADNp [735,742]. Par ailleurs, la mise au point de
plasmides dépourvus des dinucléotides CG a permis non seulement de réduire I’inflammation
mais a conduit aussi a une expression prolongée du transgene dans les poumons de souris
[557]. D’autres stratégies visent a munir le plasmide de séquences nucléotidiques permettant

de favoriser son import nucléaire.
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Revue bibliographique

Au cours de ma these, j’ai travaillé sur le développement et la biodistribution des vecteurs
synthétiques aprés une administration systémique. Ceci m’a emmené a réalisé une étude
bibliographique sur le sujet, donnant lieu a revue publiée dans Biotechnologye Journal. En
effet, la délivrance de génes constitue une thérapie émergente pour le traitement de diverses
pathologies. Les modes d'administration et les vecteurs utilisés sont choisis selon que le but
du traitement soit la production d'une protéine active, soit le remplacement d'un gene
manquant ou inactif. Il existe différentes voies d’administration ; principalement 1’injection
systémique et la voie locale (inhalation, aérosolisation,...). Ainsi, comme pour tout
médicament, le développement de systemes de délivrance de genes non-viraux nécessite
’adaptation de leur formulation a la voie d'administration afin d'optimiser la délivrance et de
surmonter les obstacles biologiques liés a la voie d'administration choisie. Pour cela, il est
donc nécessaire d’étudier les profils de biodistribution tissulaire, ainsi que les voies
d’élimination des complexes. En effet, en fonction de la voie d'administration, le parcours

suivi par les molécules administrées est différent, indépendamment du tissu cible.
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Nucleic acid delivery constitutes an emerging therapeutic strategy to cure various hurnan patholo- e R TR
gies. This therapy consists of introducing genetic material into the whole body or isolated cells to Revised 26 FER 2015
correct a cellular abnormality or disfunction. As with any drug, the main objective of nucleic acid Accepted 07 APR 2015
delivery is to establish optimal balance between efficacy and tolerance. The methods of adminis-

tration and the vectors used are selected depending on whether the goal of treatment is the pro-

duction of an active protein; the replacement of a missing or inactive gene; or the combat of

acquired diseases, such as cancer or AIDS. In that sense, synthetic vectors represent a valuable

solution because they are well characterized, their structure can be fine tuned, and their potential

toxicity can be reduced, since toxicity depends on the composition of the formulations. Here we

review various synthetic vectors for gene delivery and address the question of their biodistribution

as a function of the route of administration. We highlight the modifications to vectors structure

and formulations necessary to overcome the major hurdles limiting the effectiveness of nucleic

acid therapies.
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1 Introduction

The absence or alteration of a gene modifies the structure
and impairs the function(s) of the resulting protein(s) lead-
ing to hereditary pathologies like cystic fibrosis (CF) or
Duchenne muscular dystrophy (DMD), as well as acquired
pathologies such as cancers or infectious disorders. If the
symptoms of these lethal diseases are treated, the genet-
ic roots of the pathology could be fought by delivering a
nucleic acid (NA) sequence into the nucleus of the affect-
ed cells to increase or inhibit the production of the pro-
teins responsible or implicaled in the pathology. Thus,
genomic treatment using NA as drugs is proposed as a
therapeutic solution to treat several human diseases. In
addition to the correction of transmitted or acqguired
genetic defecls, this approach might be used for other
applications including: (i) functional gene studies [1);
(ii) production of relevant proteins; or (iii) immunization
against cancer cells and infectious pathogens [2]. In addi-
tion, RNA interference (RNAI) also offers many possibili-
ties for gene delivery through the inhibition of genes par-
ticularly those implicated in cancer [3].

However, introducing genetic material into cells
requires efficient and safe vectors, The development of
well tolerated and efficient gene transfer procedures
requires precise knowledge about structure/activity rela-
tionships as well as the environmental and cellular hur-
dles faced by the transfer vehicle. NA are anionic as well
as hydrophilic macremolecules, and cell membranes are
also negatively charged. Electrostatic repulsions there-
fore exclude spontaneous contact of NA with the cell sur-
face, limiting the ability of NA to cross the plasma mem-
brane. To enable NA to cross the plasma memebrane, the
vector must be able to compact NA, masking its charge
and protecting the NA in its journey from the point of
administration through the cytoplasm and into the nucle-
us. The success of gene transfer, especially in vivo, is also
related to the behavior of the complexes between the
point of Injection and the cellular target. An ideal vector
should be more specific to the target tissue, nonimmuno-
genic when NA readministration is required, and should
have, whatever the administration route, as few side
effects on nontarget organs as possible. Finally, once
released into the cytoplasm of the targeted cells, NA con-
structs must be capable of: inducing a significant and
functional expression of the therapeutic transgene as long
as is necessary; or blocking the traduction of the specific
proteins. Many approaches to gene therapy exist and they
can be divided into two groups: (1) recombinant viral vec-
tors; and (ii) nonviral carriers which can be further divid-
ed into chemical and physical approaches. Recombinant
vectors utilize the natural ability of viruses to penstrate
into host cells to transfer and replicate their genome (DNA
or RNA). As a consequence, different types of recombi-
nant viruses have been used. Among them, many viral
families exist such as: adeno-associated virus (AAV): ade-
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novirus; retrovirus including lentivirus; herpes virus;
poxvirus; and other viral vectors. The principle of their use
congists in deleting the viral sequences that encode
essential proteins implicated in the pathogenic infection
cycle, and retaining those whose function is to build the
viral particle and ensure cell infection, The NA sequence
of the virus is partially substituted by the transgene and
therefore requires the use of packaging cells. Due to their
high capacity for infection, the majority of clinical trials
conducted to date are based on these viral vectors. Since
the first clinical assay in 1989, ~2142 clinical evaluations
have been conducted [4], [http:/fwww.wiley.com//legacy/
wileychi/genmed/clinical/]. As an example, about six
clinical trials for CF gene therapy with AAV2-CFTR vec-
tors have been undertaken. After showing a good tolera-
bility and providing some encouraging results on a few
patients, the larger clinical trial (~100 patients) based on
repeated administrations via aerosol failed to confirm
these expectations. At present, no statistically significant
improvement in lung function has been reported regard-
less of the viral vector used [5]. During the same period,
Goyenvalle et al. [6] demonstrated the exon-skipping
strategy for the development of innovative therapies for
DMD. Subsequently, an ambitious development program,
currently at the preclinical stage, has been embarked
upon by Genethon in collaboration with the Institute of
Myclogy (Paris, France), Genosafe Atlantic and Gene
Therapies (Nantes, France). This program is based on the
use of an AAV vector cartying a transgene prometing the
skipping of exon b3, leading to the production of "quasi
dystrophin” in the patient's muscle. Locoregional intra-
venous administration allows the freating of entire
limbs, as was demonstrated in the preclinical studies
[http://www.afm-telethon.fr/], Many other viruses contin-
ue to be explored in gene therapy approaches that are
described in the literature. For example, tests involving
the herpes simplex virus [7], or the Sendai virus, particu-
larly due to their tropism for the respiratory tract [8] are
still running for use in CF applications. However, many
problems persist in terms of biopreduction, immuno-
genicity related Lo their readministration [9], safety, 1epro-
ducibility, and potential oncogenicity. Thess drawbacks
have led to the development of alternatives, such as syn-
thetic gene delivery systems. They are mostly represent-
ed by cationic lipids and cationic polymers designed Lo
allow NA protection, target a specific cell, and promote
cell delivery. Some synthetic gene delivery systems are
inspired by natural molecules capable of interacting with
anionic phosphates and compacting NA constructs to
generate self assembling nanoparticles [10].

Cempared to viral vectors, synthetic carriers have
many advantages, such as well controlled production,
high stability, low immunogenicity, low production cost,
and the size of the transgene they can carnry is, in theory,
limitless. Moreover, structures and formulations are well
defined and can be fine tuned to overcome obstacles and
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improve their efficacy. These features make synthetic
gene delivery systems very attractive for gene transfer
[11]. However, their capacity to transfer NA is still lower
in comparison to virus derived vectors [9]. Moreover, the
comparison of different synthetic vectors iz difficult.
Indeed, their transfection efficiency depends greatly on
(i) the carrier chemical construction (such as geometric
form, cationic domains, type and size of lipid anchors, the
nature and length of the linker); (ii) the charge ratio or MN/P
used to form NA-lipid or NA-polymer complexes; and
(iii) on the characteristics of the associated helper lipid
[12]. In addition, many factors relating to the passage
through cellular barriers, as well as the extracellular envi-
ronment correlating to the organs and tissues encoun-
tered, have also been shown to have a negative impact on
the efficiency of synthetic vectors. This manuscript
reviews the current and emerging ideas about synthetic
carriers for the transfer of NA constructs both in in vitro
and in vivo. Secondly, we discuss environmental and cel-
lular obstacles encountered during the gene delivery pro-
cedure. Lastly, we focus on biodistribution and elimina-
tion of these molecules, and the indispensable adaptation
of their formulation related to the routes of administration
in order to optimize their efficiency and preserve their tol-
erance.

2 Structural evolution of synthetic gene
delivery systems

2.1 Use of cationic lipids in gene delivery systems

Many cationic lipids have been employed as synthetic
carriers for gene therapy, but only a handful of these com-
pounds have been investigated in clinical trials [13].
Cationic lipids are amphiphilic organic molecules, typi-
cally made up of three domains: a cationic head that
allows binding to NA; a hydrophobic motif; and a linker
separating these two elements [13]. In aqueous solution,
the fatty acyl chains associate with each other to form
particles such as micelles or liposomes. The hydrophohic
domain usually consists of two kinds of lipophile struc-
ture: aliphatic chains; or a core of cholesterol or any other
steroid. The hnkers between the two domains are com-
posed of ether, ester, carbamate, or amide bonds that
influence the level of biodegradability of the carrier (12,
14]. Many lipids have been synthesized to increase trans-
fection effectiveness in in vitro and in vivo assays, and
limit eytotoxicity. Moreover, additional elements, such as
zwitterionic lipids or fusogenic molecules, can be added
to the formulations to modulate the stability of the com-
plex, while addition of ligands can modulate specific cell
targeting [15]. The structural and functional knowledge of
natural membrane phospholipids, and the use of phos-
phorus colipid zwittericnic DOPC (dicleoyl phosphatidyl-
cheline) or DOPE (dicleoyl phosphatidylethanolamine)
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have suggested that biclogical phospholipid derivatives
could be excellent candidates for synthetic gene transfer
systems. Starting with an initial formula mimicking phos-
pholipids of the membrane, several structural changes
have heen reported, the transfection efficiencies of the
resulting formulations have been assessed initially on cell
lines and subsequently in animals [10]. In this way sever-
al groups of vectors have been developped by different
research teams. For example, an increase in linker length
affects the head group's charge and therefore its relative
position to the bilayer/water interfaces. This probably
affects the NA-bilayer surface organization and conse-
quently, the lipoplexes’ sell arrangement, modulating the
intracellular fate of complexes [16]. Cationic compounds
represent a cross disciplinary research domain where
pharmacists, cell biologists, and biochemical enginests
interact. Cationic lipids are classified into three main fam-
ilies: monocationic lipids; polycationic amphiphiles; and
cholesterol derivatives. This classification has the advan-
tage of allowing a chronological description of the vectors
evolution.
2.1.7  The development of monocationic lipids
for use in gene delivery systems
The best known monocationic lipid is DOTMA (N-[1-(2,3-
dioleyloxylpropyl]-N, N, N-trimethylammonium  chloride)
which was the first cationic lipid designed by Felgner
et al. [17). It is composed of two monounsaturated chains
(oleic) and a quaternary ammonium cationic head, con-
nected by a 2,3-di-propyl-oxy spacer [17]. To facilitate its
fusogenicity, this lipid is formulated using equal quanti-
ties of the zwitterionic DOPE calipid, commercially avail-
able under the trade name Lipofectin® (Invitrogen).
Subsequently many analogues of DOTMA have been
aynthesized. The transfection capacity was enhanced by
modulating the length of aliphatic chains and the linker
arrangement. In DOTAP (N-[1-(2,3-dicleoyloxy)propyl]-
NN N-trimethylammonium methy! sulfate), the spacer
was modified by replacing the ether motif with ester func-
tions leading to reduce cytotoxicity [18, 19]. Both lipids
have a comparable trans{ection efficiency, but DOTAP,
due to its ester type spacet, s more easily hiodegradable
and therefore less toxic, Meanwhile it was found that a
more stable spacer of the ether type allows higher in vivo
transfection elliciencies [18]. In fact, 1t has been shown,
that complexes baged in DOTAP/DOPE transfect murine
fibroblast cells (LTA) with efficiencies two- to four-fold
greater than DOTMA/DOPE complexes [Raymond, M.
and Gros, B, personal communication]. Other derivatives
have also been synthesized such as DORIE (bromide of
dimyristyloxypropyl-dimethyl  hydroxyethylammonium)
that differ from DOTMA with the substitution of a methyl
group by a hydroxypropyl group at the quaternary amine
of the polar head. DORIE exhibits an in vitro transfection
efficacy 2 to 3 times superior to that of DOTAP [19]. These
reports highlight that the supramolecular organization of
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cationic carriers significantly influence their effective-
ness. Maoreover, the biophysical characteristics of lipo-
some sutfaces are essential for their transfection capaci-
ty. It has been shown that addition of up to 30 mol% of
DOTAP does not affect the quantity of bound water at the
level of the sn, carbonyl function, resulting in an aug-
mentation of packing of phospholipid headgroups [20].
It has also been shown that the use of DOTAF/DOPE/
cholestercl/DSPE-PEG/RGD cationic liposomes enhance
cytoplasmic localization of siRNA in MCF7 cells [21].

Although, many families of cationic lipids have been
described in recenl years, scientific groups continue to
investigate appropriate structural combinations in order
to increase transfection efficiency without causing addi-
tional toxicity [10]. Qur own experiments with the phos-
phonolipids family, showed that the substitution of an
ammonium with a phosphonium or an arsonium polar
head resulls in increased elflicacy (up o seven limes
depending on the cell model used) and reduced toxicity.
As an example, the lipophosphoramidate, KLN47, with an
arsonium polar head group and two oleic chains gave
higher transfection results in mice lungs after intravenous
injection (IV) than the homologous ammonium compound
GL73 (22, 23]. Modifications effecting the nature of the
fatty chains were also performed. Among these com-
pounds, BSV4, an arsonolipophosphoramidate character-
ized by two linoleic chains (double unsaturations), was
more effective for the transfection of murine lung tissues
after intravenous administration than the homologous
compound bearing a single unsaturation (KLN47) [24].
Indeed, in harvested lungs, luciferase expression
achieved (1.43 = 0.,59) x 10° and only (4.60 £ 2.58) x
107 RLU/mg total protein, after treatment with BSV4 and
KLN47, respectively [24]. Replacement of oleic or linoleic
aliphatic chains (KLN47 and BSV4, respectively) by phy-
tanyl chains permitted the formation of more fusogenic
type structures identified as inversed hexagonal phases
without the addition of DOPE, significantly improving in
vivo transfection efficiency [25]. Neutral lipophospho-
ramides (colipids) bearing an imidazole motif have also
been synthesized, their association with various cationic
lipids (DOTAP and phosphoguanicines) resulted in trans-
fection efficiencies up to 100 times higher than the same
compounds formulated with DOPE [26].

Addition of peptides to lipidic formulations has also
been investigated. The most effective results in A%49
{human alveolar epithelial cells) are obtained with
polypeptides containing branched Arg-rich, or linear Lys-
rich peptides. Lipopolyplexes, firstly used by Huang et al.
[87, 167], are described as ternary complexes consisting
of a liposome, a cationic polymer and a NA construct. It
has been found that lipopolyplaxes with branched Arg-
peptides were more efficient than lipopolyplexes with lin-
ear Arg-containing sequences. Moreover, lipopalyplexes
with hnear Lys-containing sequences are more effective
than the lipopolyplexes with branched Lys-containing
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peptides. This can be explained hy differences observed
in the formation of DNA complexes between Arg-rich and
Lys-rich peptides [27]. The structure of the peptide
sequence also influences formation of complexes with
NA. Therefore, several strategies are being explored (such
as the addition of fusogenic colipids or peptides, use of
acid-sensitive liposomes or lposomes with a buffer
capacity), and some teams focus on the intrinsic proper-
tles of liposomes to form supramolecular structures to
facilitate cell penetration and endosomal escape. Since
the work first describing various families of nonviral veec-
tors, numerous important structural modifications or
combinations have been explored in order to correlate
chemical formulation with the ability to transfect.

2.1.2  The development of polycationic lipids
for use in gene delivery systems

Polycationic lipids form liposomal structures with a sur-
face charge density greater than liposomal structures
based on monocationic compounds. Polycationic lipids
can efficiently condense NA and the complexes they form
exhibit improved stability. The polar head of polycationic
lipids is generally derived from a multivalent natural com-
pound (such as spermine or aminoglycosides), which
increases their biodegradability. Consequently, a lower
amount of lipid is required for optimal condensation of NA
and in general palycationic lipids have been found to be
legs toxic and more effective than monocationic lipids.
The first polycationic lipid, DOGS (dioctadecylamine-
glycine-spermine) was developed in 1989 by Prof
J.-B. Behr and co-workers [28]. Tt is characterized by a
polar head of spermine, which is connected through a
spacer motif that includes a metabolizable peptide bond
between two chains of saturated C18 fatty acids. The
polycationic lipid (DOGS /DOPE) is marketed under the
name Transfectam® (Promega), and allows high transfec-
tion efficiencies in eukaryctic cells, due to the fusogenic
properties of DOPE [29]. Even in the absence of a colipid,
DOGS is effective. It has been demonstrated that DOPC is
a more efficient colipid compared to DOPE [30]. Indeed,
with DOPE the internalization of the resulting complexes
takes place principally by fusogenic interactions between
the complexes and membranes, while in the presence of
DOPC endocytosis facilitates lipoplex uptake [30].

Subsequently a variety of polycationic lipid analogues
have been developed. Worth a mention is DOSPA (2,3-dio-
leyloxy-N-2-(sperminecarboxamido) ethyl-N,N-dimethyl-
1-propanamium) formulated with DOPE and marketed
under the name of Lipofectamine® (Invitrogen). In this
family of compounds, the polar head of spermine is not ful-
ly protonated at physiological pH, it may have a function
in the eytoplasmic uptake of polycationic complexes as it
has been shown for Polyethyleneimine (PEI) [31]. Finally,
it is worth noting the importance of spacer polycationic
lipid derivatives of spermine. Indeed, as the polar head
binds to DNA at the minor groove of the double helix, the

1373




Biotechnology
Journal

www.biotechnelogy-journal.com

linker needs to be long encugh to avoid steric hindrance
between the DNA and the hydrophobic cluster of the
cationic lipid [29]. Polycationic lipids that utilize a polar
head similar to natural aminoglycoside compounds have
also been synthesized. They all consist of a 2-deoxystrep-
tamine care, disubstituted on both the 4, 6 positions
(tobramycin and kanamycin) or 4, 5 positions (paro-
momycin and neomycin) with saccharide units that have
hydroxyl groups and amines.

The first lipids containing a polar head derived from
aminoglycosides were synthesized by the team of
J. M. Lehn in 2002. For instance, KanaChol consists of a
polar head kanamycin and a cholesteric hydrophobic
anchor [32]. Derivatives whose cholesteric part were
replaced by aliphatic chains, showed a significant ability
for NA transfer in cell lines or in mouse lungs after
intranasal administration [33]. For efficient delivery of
RMNAI, polycationic lipids characterized by a variety of
aminoglycesides in their head groups were synthesized
and then analysed for specific interaction with RNA. The
derivatives obtained were DOST (dioleyl succinyl
tobramycin), DOSK (dioleyl succinyl kanamycin A), DOSN
(dicleyl succinyl ethylthioneo-mycin B) and DOSP (dioleyl
suceinyl paromomycin). These derivatives have respec-
tively three, four and six protonated amines at the polar
head [34]. Results showed that the most active complex-
es for gene silencing were DOSP and DOSN, as they had
a greater destabilizing effect on the endosomal mem-
brane [34].

Polycationic lipids are numerous and extremely var-
ied. As for monocationic lipids, current research strives to
improve their efficiency. As an example, some elements
may be added to the formulation, such as neutral lipids or
fusogenic agents that influence the stahility of the com-
plex in the cell, or ligands for targeting.

2.1.3  The development of lipids derived
from cholesterol for use in gene delivery systems

The idea of using cholesterol as a hydrophohic anchor is
based on the compatibility of this compound for biclogi-
cal membranes, as cholesterol is a naturally occuring
membrane component. The first cationic lipid cholesterol
derivative was DC-Chol (3[N-(N',\N'-dimethylamino-
ethane)-carbamoyl] cholesterol), synthesized by Huang
et al. [35]. Used in combination with DOPE, this com-
pound has been demonstrated to transfect the nasal
epithelium of CF patients [36]. Moreover, this trial estab-
lished the proof-of-principle that this compound could be
effectively readministered in human airways. Following
this result a multitude of cationic cholesterol derivatives
were produced. Notable among them are GLB7 (N4-sper-
mine cholesterylcarbamate, Genzyme Corporation) and
BGTC  (bis(guanidinium)-tris(2-aminoethyl)amine-cho-
lesterol) [37].

The GL67A formulation, associated with DOPE and a
steric stabilizer (DMPE-PEGy,, ) is used for running aero-
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golization multidose clinical assays for CF in United King-
dom [38] [http://www.cfgenetherapy.org.uk]. In numer-
ous preclinical studies, GL67A was delivered by nasal
instillation, and transgene expression was mainly local-
ized in type I pneumocytes [39]. Administered in the
same way, naked pDNA and pDNA-PEI resulted in the
expression of the transgene in ciliated and Clara cells of
the conducting airway [39]. BGTC is efficient for gene
delivery into primary cells for human lung epithelium and
mice airway cells after intratracheal administration of
lipoplexes [40]. DOTAP-DOPC/DNA and DC-Chol-DOPE/
DNA formulations were taken up by Chinesse hamster
ovary cells (CHO) through macropinocytosis. DC-chol-
DOPE/DNA was able to escape effectively from endo-
somes, unlike DOTAP-DOPC/DNA which was degraded
in lysosomes [41]. Macropinocytosis is a cholesterol
dependent internalization process, and can explain the
efficient escape {rom endosomes of DC-Chol-DOPE/DNA
lipoplexes [41].

In order to develop more effective synthetic delivery
aystems, original multimodular systems (MMS) based on
DOSP or BGTC have been synthesized and assessed in
cell lines and animal models [42]. When, two intravenous
administrations were performed, DOSP complexes
showed identical best and prolonged biodistribution in
the bloodstream with no significant cytotoxicity after the
second injection. PEG DNA LNCs (Lipid NanoCapsules)
showed a rapid clearance, probably due to rapid blood
clearance after the second administration. This difference
chserved in terms of bloodstream circulation and distri-
bution profiles can be explained by the lipid and surface
composition of the molecules tested [42]. Considering the
intracellular pathways followed by the two cationic lipids,
BGTC and DOSP identify two distinct escape mecha-
nisms from endosomes. Partial or total disassociation of
lipoplexes was observed prior to endosomal escape with
BGTC, whereas complexes based on DOSP were still
detectable in the disrupted compartments, which may
explain their different transfection efficiencies [43]. Tn
addition, assemblies of unusual multilamellar lipidic
structures were observed, probably as a resull of close
exchange between internalized lipid complexes and
membrane compounds during the dissociation of the
complexes. This class of vector continues to be explored
in order to improve its transfection efficiency.

2.2 The development of cationic polymers
for use in gene delivery

Cationic polymers represent a subset of synthetic con-
densing NA carriers consisting of synthetic polypeptides,
PEL cationic dendrimers, and chitosan [44]. The simplie-
ity of these polyplexes is a major strength of polymeric
vectors. PEl and poly-L-lysine (PLL) are two important for-
mulations that have been extensively studied for use as
synthetic vectors. Indeed, PLL was criginally the most
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commonly used cationic polymer. Since then, it has been
shown that dendrimers and PEI are able to condense NA
and form high efficient polycomplexes for NA delivery,
both in vitro and in vivo, after local or systemic adminis-
tration [45].

2.2.1 The use of poly-L-lysine in gene delivery

PLL i1s a synthetic polypeptide vector with high
biodegradability and biocompatibility [46], but its ten-
dency to be retained in endosemes greatly impacts its
transfection efficacy [47]. This attribute may be due to
protonation of all the amine functions at physiological pH.
Nevertheless, various modifications can circumvent the
disadvantages of this polymer. The seclubility can be
increased by grafting PEG. PEG also helps with resistance
to the immune specific or unspecific response by extend-
ing the half-life of the complex in the bloodstream. The
addition of histidine residues to PLL results in a signifi-
cant augmentation of the transfection levels (around three
to 4.5 times) of PLL polyplexes, by promoting exiting from
endosomes due to the proton sponge impact of the histi-
dine residues [48]. Inspired by this polymer, many other
peptidic structures have heen used, such as poly-
ornithine and poly-arginine resulting in an efficient mole-
cule [48].

Hyperbranched PLL is an attractive synthetic vector
that has been recently synthesized, and produced at a
large scale. In addition, it is completely biodegradable,
which can prevent toxicity [49]. Hyperbranched PLL was
shown to have in vitro transfection abilities close to PEI
[49]. Amino acids such as arginine or lysine, localized in
the hydrophilic head group have an impact on the effec-
tiveness of amino acid-based cationic complexes [60]. For
example, in transplantable rat pheochromocytoma cells
(PC-12), cationic liposomes conlaining arginine with
HCl-salt present transfection levels around 4- to 4.5-fold
higher than Lipofectamine. It has been shown that argi-
nine-baged compounds associated with trifluocroacetic
acid (TFA) salt have better gene transfer capacity in Hela
cell lines, 1.5- to 1.8-fold higher than Lipofectamine [50].
In the absence of serum, these formulations present a very
low cytotoxicity in HeLa and PC-12 cells; with more than
50% viable cells after the deposit of 200 pg/mL of the cor-
responding polymers compared to the cells treated with
Lipofectamine [50].

2.2.2  Polyethyleneimine as a gene delivery system

PEI is a polymeric compound mainly usad in chromatog-
raphy and the paper industry. Tt was used for the first Lime
in 1996 for gene transfer by Prof J. -F. Behr and his team
[45]. PEI is a very commonly used synthetic vector due to
its high level of transfection. Howewver, its density of
charge, its nondegradability, and cellular toxicity restricts
its applications [47, b1]. Although PEI polyplexes present
a large cationic charge at their surface and display a very
significant transfection ability, PEI triggers extremely
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severe cytotoxicity because of its agglutination with ery-
throcytes [52]. However, the addition of ¥+PGA (gamma-
polyglutamic acid) induces a significant increase in the
transfection of B16-F10 cells, despite its negative charge.

It has been reparted that PEI polyplexes were endocy-
toged into cells due to the interaction with heparan sulfate
located in the membrane [53], whereas the pDNA/PEL/
PGA complex enters the cells via vPGA-specific recep-
tor mediated pinocytosis. Indeed, PEI transfection effi-
ciency depends on many parameters, principally on PEI
shape and its molecular weight (MW). Thus, 25 kDa
hyper-branched PEI (PEIZbKDa) constitutes a standard
synthetic gene delivery system. As described previously,
the “proton sponge” escape capacity is a valuable tool for
escape from endosomes resulting in the release of numer-
ous copies of a lransgene into the cytoplasm, a phenom-
enon used to explain the high transfection capacity of PEI
147]. For example, PEI25KDa showed promising gene
transfer efficiency after its aerosolization in the respirato-
ry tract of mice. Slgnificant differences between mice
receiving single aerosol dose and those receiving multiple
doses were observed. In fact, at 24 h whole lung luciferase
activity after single aerosol exposure was 68 + 9 RLU/mg
compared with 49 + 4 RLU/mg for the second aerosol
dose. Significant reduction i luciferase activity was
found following third (156 £ 2 RLU/mg) and fourth
(13 + 2 RLU/mg) doses compared to the single aerosol
dose [54]. This reduction in luciferase activity was corre-
lated to the molecular weight of the PEI used [54]. Low
MW PEI does not induce inhibition of luciferase expres-
slon compared to PET polymers with a high MW which
can been explained by the cytotoxicity associated with
high MW PEI [54]. Significant gene sxpraession in lungs
was detected in rodents [55] and in sheep [566], specifical-
ly in ciliated epithelal cells of the whole murine respira-
tory system [39], and alveolar type I pneumocytes [39, 57].
In parallel], the 22 kDa linear PEI used for systemic admin-
istration can effectively transfect several organs in neona-
tal mice [58).

To decrease its toxicity and to avoid enzyme degrada-
tion, PEI has heen significantly modified by, for example,
the introduction of PEG and these derivatives evaluated
in many assays [59]. Along similar lines, betaine
monomers (N N-dimethyl(acrylamidopropyl) ammonium
propane sulfonale, DMAAPS) have recently been grafted
to PEIZbkDa, leading to polyplexes with lower protein
adsorption, slightly toxicity and significant gene transfer
capacity [60]. [n in vitro transfection assays, PEI-DMAAPS
gave up to 56% positive cells whereas PEI25kDa lad to
21% [60]. Another trial was based on the addition of motifs
allowing cell targeting in order to prevent complexes from
remaining in the bloodstream. Some interesting in vitro
and in vivo results were reported, using PEG-PEI copoly-
mers functionalized with RGD peptide motifs (arginine-
glycine-aspartic acid) that interact with integrin recep-
tors present on the surface of the endothelium [61]. These
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PEG-PEI copolymers could also present different sugar
motifs in order to target some of the epithelial cells of the
lung [61, 62]. Two studies suggested that the augmenta-
tion of gene transfer capacity can be explained by an opti-
mal equilibrium between complex formation and buffer-
ing ability of the polymer [63]. PEI and PLL have comple-
mentary characteristics. In fact, after the introduction of
PLL, some difficulties appeared but these could easily he
resolved. For example, PEI-PLL transfection efficiency
was almost seven times more efficient than PEI26kDa
[47]. Additionally, using a xenograft tumor model, this for-
mulation led to a beller inhibition of tumor growth than
PEI2bkDa [47].

When the endocytosis of polyplexes is routing to
acidic vesicles (clathrin and caveoline dependent path-
ways), NA can be dslivered to the cytosol by exploiting
the proton sponge effect induced by PEL Even if PEl is the
paolymer exhibiting the highest level of protonated amines
per unit, this effect can be increased by the substitution
of a certain percentage of these secondary amines with
imidazole function. Indeed, as the pKa of the imidazole
groups are less acidic than that of the secondary amines,
the proton sponge effect is expected to occur at a less
acidic pH. Thus, endosomal escape can be induced in
early endosomes at pH 6.0-6.5. For this purpose, linear
PEI has been partially grafted with histidine residues
(His-IPEI) [64]. A grafting ratio of 16% of N-acryloyl-L-his-
tidine on IPEI corresponds to an optimal balance between
transfection efficacy and cytotoxicity in comparison with
IPEL Moreover, replacement of some of the amino groups
of PEI generally reduces toxic side effects of the corre-
sponding polyplexes [65, 66].

2.3 Development of cyclodextrins for use
in gene delivery systems

Delivery systems based on cyclodextrins have also been
developed [67]. Cyclodextrins, natural biocompatible
cyclic oligosaccharides containing six, seven, or eight
Di+)-glucose units linked together through o-1,4- bonds
and called o-, i, or ycyclodextrin, may be converted into
a cationic entity per substitution with small cationic com-
pounds. They form complexes with plasmid DNA also
called CDplexes. o- and B-cyclodextrins were replaced
with oligoethylenimine blocks (from 1 to 14) [68]. Cation-
ic polymer derivatives of cyclodextrin have also been syn-
thesized, Davis et al. synthesized an o-cationic cyclodex-
trin polymer by copolymerization of 6A, 6D-dideoxy-8A,
6D-di(Z-aminoethanethio)-f-cyclodextrin [69]. This type
of compound was used for DNA and siRNA transfection,
as well as for the targeting and imaging of tumors after [V
[70]. The capacity to include hydrephobic molecules,
such as adamantine, in the hydrophobic cavity of cyclo-
drextrin can be eéxploited to decorate CDplexes with
adamantyl derivatives in order to: (i) generate stealth
when used in conjunction with adamantyl-PEG; or (ii) cell
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specificity when used with adamantyl-ligands. Clinical
cancer treatment trials have been performed with the
cyclodextrin  cationic polymer RONDEL on which
adamantanyl-PEG molecules were fixed. Adamantyl-
PEG-transferrin has been successfully used for delivery
of siRMA [71]. Catiomic cyclodextring were also com-
bined with positively charged polyrotaxanes either with
a poly{sthylensoxide)-poly(propyleneoxides) poly(ethylene-
oxide)(P(EO)-F(PO)-P(EQ)) wiblock copolymer, a PEI-b-
PEG-b-PEI copolymer, or o, @-dimethacrylate paly(ethyl-
ene glycol) [68]. B-Cyclodextrin can be used as a frame to
generate homogeneous sevenfold symmetric polyamino-
thiourea amphiphiles for NA carriers [72). This structure
provided a useful platform to synthesize glycodendrimer
derivatives by the attachment of sugar ligands able to rec-
ognize cell surface sugar receptors for targeting purpose
[73].

2.4 Use of alkylated cationic polymers
and micelles in gene transfer

Cationic polymers can be substituted with hydrophobic
molecules which favor polyplex passage through biologi-
cal membranes. These cationic polymers form micelles
when interacting with NA constructs and enable mam-
malian cell transfection. An example is the substitution of
small molecular weight (2k Da) PEI with cholesterol [74] or
dexamethasone [76]. Fatty acids including caprylic,
myristic, palmitic, and stearic acid were also grafted onto
PLL or PEI [76, 77]. Protamine and chitosan have also been
substituted with stearic acid (78, 79]. Compared to PEI
and lipofectamine, palmitic PLL gave the highest number
of EGFP transfected cells. Stearyl PEI was found to effi-
ciently suppress tumor development (>60%) by facilitat-
ing the transfection of a plasmid encoding a pigment
epithelium-derived factor. The effect of this transgene
was partially attributed to the proton-buffering capacity
of PEL Stearic chitosan was also grafted to a small MW PEIL
(800 Da) to confer proton-buffering ability and increase
transfection capacity [80].

2.5 Use of block copolymers in NA delivery

Block copolymers such as palylethylene glycol)-block-
poly(L-lysine) (PEG-b-PLL), poly(ethylene glycol)-block-
poly(ethylenimine) (PEG-b-PEI) and poly(ethylene glycol)-
block-poly(di-methylaminoethyl methacrylate) (PEG-b-
PAMA) are organized with a cationic domain and a
hydrophilic domain together [orming cationic micelles
[81]. They complex with INA and are able to deliver trans-
genes into mammalian cells. Polyplex micelles based on
the PEG-PLL block copolymer (PEG-PLL) show signifi-
cant stability in the presence of serum and persist for a
long time circulating with undegraded NA in the blood-
stream. However, it is the absence of an endosomal
escape capacity that enables the transfection activity. In
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Synthetic Chemical nomenclature Advantages/ Disadvantages References
vectors
DOTMA N-[1-(2,3-dioleyloxy) propyl|-N,N,N- Toxic [17]
trimethylammonium chloride Efficient gene delivery
DOTAP N-[1-(2,3-dioleoyloxy) propyl]-N, N, N- Biodegradable [18,19]
trimethylammonium methyl sulfate Less toxic
DORIE Bromide of dimyristyloxypropyl-dimethyl two- to three-fold higher transfection efficiency [19]
hydroxyethylammonium compared to DOTAP — in vitro transfection assays
DMRIE Dimyristyloxypropyl-3- DMRIE transfection activity was two times greater [19]
dimethylhydroxyethylammonium than the DORIE
KLN47 Dioleyl phosphoramidate-arsonium Effective in different cell lines and in mouse lungs 17,23, 24]
after intravenous injection
BSV4 Dilinoeyl phosphoramidate-arsonium More effective to transfect murine lung tissues [24]
after intraverious administration
High toxicity
BSV18 Diphytanyl phospheramidate-arsonium More fusogenic [25]
inversed hexagonal phases
Effective in vive
Difficult to synthesize
DOGS Dioctadecylamine-glycine-spermine High transfection efficiencies in eukaryotic cells [29]
due to fusugenic properties
DOST Diocleyl succinyl tobramycin Destabilizing effect on the endosomal membrane [34]
DOSK Dioleyl succinyl kanamycin A Able to form small particles when complexed
DOSN Dioleyl succinyl ethylthioneomycin B with siRNA molecules
DOSP Dioleyl succinyl paromomycin Highly efficient for in vitro delivery of siRNA
DC-Chol 3 [N-(N",N'-dimethylaminoethane)- Efficient DNA transfer in cell lines [35, 386]
carbamoyl] cholesterol Less toxic
Easy to synthesize and stable for at least six weeks
Able to transfect the nasal epithelium of CF patients
GLB7 N4-spermine cholesterylcarbamate Transgene expression mainly localized in type | [38, 39]
pneumocytes after nasal instillation
BCGTC Bis guanidinium-tren-cholesterol Efficient gene delivery into primary cells of human [37, 40]
lung epithelium, and mice airway cells,
after intratracheal administration and aerosolization
PLL Poly-L-lysine High biodegradability and biocompatibility [48]
Low endosomal escape ability
The addition of histidine residues to PLL,
results in a significant augmentation of the
transfection efficiency of PLL polyplexes
PEI Polyethyleneimine High transfection efficiency [45, 47]
Cytotoxic
Nat biodegradable
comparison, the presence of a poly{N-[N-(2-aminoethyl)- efficiency with low toxicity in different cellular conditions,

Z-aminoethyl|aspartamide)

side chain linked

to a including primary cell culture. Indeed, compared to the

PEG-PLL block copolymer conferred the proton sponge diblock systems, triblock systems led to a gain of a log in
feature observed by the gradual decrease in cellular pH term of transfection [B2, 83]. They also allowed efficient
[B2]. These polyplex micellas provided a high transfection gene delivery to pancreatic tumors in viva after systemic
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administration demonstrated by significant EGFP expres-
sion [83]. The fusogenic lipid DOPE was grafted onto a
PEG-PLL copolymer to promote endosomal escape of
pDNA [84]. Inclusion of poly-L-histidine resulted in an
increase in buffering capacity of a triblock copolymer
(PEG-CH,,K,g), which was comparable to that of
branched PEI [85]. Evaluation assays showed that, in vit-
o gene delivery with PEG-CH, K, was improved by
~20-fold over PEG-CK(30) complexes, while pDNA deliv-
ery to mouse lungs was multiplied around three times,
and few clinical side effects were observed [85].

2.6 Use of lipopolyplexes for transfection

Designed by Huang and co-workers, lipid-polymer-NA
complexes (named LPD or lipopolyplexes) are nonviral
camers for various NA constructs (pDNA, antisense
oligonucleotides, mRNA and siRNA) (86, 87]. LPDs are
formed by combining cationic liposomes with preformed
polyplexes. Upon mixing, component rearrangement
leads 10 condensed NA inside the lipid membrane.
Lipopolyplexes made with DOTAP associated with cho-
lesterol liposomes and protamine sulfate, or DOPE choles-
teryl hemisuccinate liposomes associated with PLL have
been devised. In literature, polyplexes made with PLL or
protamine were combined with various types of lipo-
somes comprising cationic and neutral lipids including
DOTAP, DC-Chol, arginylated-cholesterol, lysinylated-
cholestercl, DOTMA [88], DOCSPER (3-dicleoyloxy-2-
(N-carbamoylspermyllpropane), PC [89], DSAA (V. N-dis-
tearyl-N-methyl-N-2-+N'-arginyl) aminosthyl ammonium
chloride} [90], cholesterol, DOPE, DPPG (Dipalmitoyl-
phosphatidyl-glyceral), and DPPC [91]. The Tat peptide
sequence is the nuclear localization signal of the HIV-1
Tat protein, and has been used to form LPD with
DOSPA/DOPE liposomes [92]. LPD were formed with
PEGylated histidylated polylysine (PEG-HpK) polyplexes
and L-histidine-(N.IV-di-n-hexadecylamine) ethylamide
(HDHE):.cholesterol liposomes as well as with N-methyl
imidazolium lipophosphoramidate:histamine lipophos-
phoramidate (Lip 100) liposomes [93-95]. The imidazale
molety of the histamine lipophosphoramidate and his-
tidinylated pelylysine acquires a cationic charge at
prH < 6.0 and can induce an acid-mediated membrane
destabilization of endeosomes, These LPDs have been
uged for mRNA vaccination.

To favor targeting of dendritic cells, mannosylated
liposomes were used to prepare mannose-LPD containing
mRNA [94]. For example, tumor cell targeting with LPD
has been obtained with PEGylated LPD formulations.
These formulations are prepared by post-insertion of
DSPE-PEG into the preformed LPD, hiding the positive
charge, rendering them neutral, and limiting interactions
with the protein in serum. Moreover, a cell-specificity can
be generated by post-insertion of DSPE-PEG bearing a
small recognition molecule [96]. For instance, post-inser-
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tion of DSPE-PEG-anisamide facilitated association with
the sigma receptor overexpressed in human cancerous
lung cells. Otherwise, these PEGylated formulations
[~100 nm) were found to accumulate in vascularized
tumors through the enhanced permeability and retention
[EPR) effect and subsecuent intermalization was mediat-
ed by the sigma receptor of the tumor cells [97]. Table 1
summarizes some of the principal synthetic vectors
developed for gene delivery over the years by different
teams.

3 Cellular barriers to targeted gene delivery
3.1 Overcoming intracellular barriers

Crossing the plasma membrane of targeted cells is con-
sidered as a key step in the nonviral transfection process.
Once associated with the cationic vector, NA constructs
must translocate to the nucleus and reach the transcrip-
tional cellular machinery in order for the transgene to be
expressed. Moreover for permanent expression, the trans-
gene should be insertad into the genome. Most of these
steps are described in Fig. 1. The role of cationic lipo-
somes of cationic polymers is to compact and protect
pDNA against nuclease degradation, to facilitate inter-
nalization, and, in the case of some vectors, to enable their
escape from endosomes. In nonspecialized cells, cellular
uptake studies of synthetic formulations indicate that
pinocytosis occurs sfficiently either by the clathrin and/or
caveolae-dependent pathways depending on the cell type
and the synthetic vector involved [98—100]. When endo-
cytosis of polyplexes was mediated by clathrin-depend-
ent endocytosis, pDNA can escape the endosomal com-
partment and reach the cytosol by exploiting the proto-
nation capacity of the polymers. In addition to the role
played by their cationic groups in condensing pDNA, the
polyplexes also carried acid-protonable groups such as
secondary amines [101, 102] or imidazole rings [103]. Tt is
of note that when they route via the caveclea-dependent
pathway, polyplexes can also reach the clathrin-depend-
ent, pathway [104].

As menticned above, helper or co-lipids have often
been formulated with cationic liposomes to enhance the
fusogenicity of the complexes. Indeed, DOPE tends to
constitute an Hy hexagonal phase arrangement in acidic
medium, a structural organization that promotes the
merging of lipid structures [105]. The presence of a single
unsaturation in the acyl chain of DOPE was found to be a
crucial factor for the fusion of the complexes with mem-
branes [106]. In particular, the addition of colipids con-
taining imidazole polar heads was found to contribute to
the endosomal release of pDNA after their protonation
[48].

To favor the nuclear delivery of pDNA, specific DNA
sequences recoghized by some transcription factars such

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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1. Endocytosis

2. Endosomal escape
3. Cytosolic migration

4. Nuclear import

5. mRNA Transcription
6. Protein expression

S,
O Non viral gene delivary systems
“ Microtubules

Figure 1. Intracellular multisteps procedure for non viral gene delivery
systems. To reach the nucleus, NA constructs have to overshoot several
intracellular barriers: (1) the plasma membrane by endocytosis, (2) the
endosemal compartment, (3) eytosolic migration and finally (4) the
nuclear envelope in order to be expressed and induced a therapeutic effect
(5 and &). Cellular uptake can occur in non specific endocytasis or by spe-
cific mechanism via mediated receptor. Once in the cytosol, NA decom-
plexed from synthetic carriers have to migrate to the nucleus, and pene-
trate, when the nuclear membrane disappears during mitosis or have be
transported actively through the nuclear pares,

as NFKB were inserted into the pDNA [107, 108]. Nuclear
entry of NA via the nuclear pore is an active process and
is probably size dependent. In the same way, cytoplasmic
fate of NA depends also on its size. Indeed, it had been
shown that plasmids greater than 2 kb were unable to
pass into the cytosol [109]. Hence, it is attractive to sug-
gest that increasing the number of plasmid copies close
to the nucleus enhances the transfection efficiency.

Targeted migration of pDNA along microtubules
toward the nucleus after endosome escape has recently
been achieved. Strategies that used dynein light chain
associaled sequences (DLC8-AS) peplides of LC8 result-
ed in humble improvements in transfection efficacy [110,
111]. Midoux and coworkers discovered that when pep-
tide P78-88 from the 14.7K E3 protein of human aden-
avirus is grafted onto the plasmid, it mediates interaction
of pDN A with microtubules in cell lines, and considerably
enhances polyplex transfection [112].

The safe integration of a transgene into a cell was the
final challenging step for gene therapy. Transposon-based
systems including Piggyback, Sleeping Beauty and
Minos transposons are promising tools for the integration
of a gene of interest into the genome [113-116]. Transpo-
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son systems direct the precise transfer of specific parts of
a donor pDNA into a mammalian chromosome. The exci-
sion of the transposon from doner pDNA and its insertion
into a chromosomal site is mediated by a transposase. To
prevent long term expression of the transposase or its
insertion into the genome, it is preferable to deliver trans-
posase mRNA instead of having it encoded in the pDNA
[117]. This strategy requires a co-delivery of pDNA encod-
ing the therapeutic gene and the transposase mRNA. The
Minos-based transposon system has been shown to be
active in various organisms, with, for example, efficient
transposase insertion of one or multiple copiss into the
germ line of Bactrocera cleae [116). This system is also
active in mammalian tissues [118]. Minos-based trans-
posass technology has proven effective for performing
tagged mutagenesis during early mice spermatogenesis
[119].

Other promising systems to correct errors in the
genome are emerging, such as clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeat/ CRISPR-associated pro-
tein (CRISPR/Cas) system. CRISPR/Cas system is an
adaptive immune system found in bacteria and archaea
that confers resistance against invading genetic sle-
ments such as plasmids and phages. This emerging tech-
nology can be applied to repair disease-related mutations
such as CF. Indeed, correction of the CFTR locus by
homologous recombination in cultured intestinal stem
cells of CF patients using CRISPR/Cas9 has been suc-
cesstully performed, resulting in functional expression of
the corrected allele [120]. This technique was also effec-
tively applied to mouse eggs to correct a dominant muta-
tion in the Cryge gene known to cause cataracts [121].

The intracellular trafficking of NA formulated as
lipoplexes, polyplexes or lipopolyplexes is not yet com-
pletely understood in nondividing cells. In particular the
question remains as to whether pDNA is delivered into
the nucleus as free pDNA or it is still complexed with lipo-
gomes or polymers or associated with intracellular bio-
molecules. It is known that cytosclic migration and
nuclear delivery are highly dependent on the availability
of pDNA in the cylosol. The cytosclic availability of pDNA
is dependent on the efficiency of endosome escape and
probably also on the dissociation of pDNA from NA-com-
plexes. Several lines of evidence indicate that transfection
efficiency may depend on the complete or partial dissoci-
ation of polyplexeg or lipoplexes. For instance, reducible
polymers that allow polyplex dissociation after reduction
in the cytosol were reported to enhance gene delivery
effectiveness (122, 123]. Reduction in the number of pos-
itive charges of PLL was reported to favor polyplex disso-
ciation and expression of the reporter gene [124]. Indeed,
it has been proposed that in nondividing cells, transfec-
tion efficiency of polyplexes is dependent on the fate of
NA in the cytoplasm, meaning that endosomal process
and/or polyplexes separation is believed to be essential for
entry into the nueleus [125].
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Figure 2. The evolution of nonviral gene delivery systems showing strate-
gies that have improved their efficiency. Vectorization has evolved consid-
erably within a few years. The main points are that: NA were initially used
alone; subsequently they were incorporated inte various systems such as
recombinant virus and synthetic carriers. A variety of compunds with dif-
ferent properties (e.g. PEG, DOPE, and imidazole motifs) have been
added to the formulations for reasons including: (i) assisting the NA in
escaping the immune system; (i) promoting endosomal escape and
enhancing furtivity; and finally (iii) to increase the efficacy of the lipoplex-
es, Ligands for cell targeting were also added to the complexes to increase
their specificity. To promote nuclear delivery of pDNA, specific DNA
sequences recognized by some transcription factors, such as NFxB, were
inserted into pDMA, When a sequence encoding peptide P79-98 of the
14.7K £3 protein of human adenoviruses, is contained in the plasmid it
mediates interaction of pDNA with microtubules in cell lines, and consid-
erably enhances polyplex transfection. Other strategies are currently under
study.

All strategies mentioned in this section are presented
1n Fig. 2 and demonstrate how the efficiency of NA deliv-
ery has increased through adaptation of synthetic formu-
lations and functionalization of the transgene. By answer-
ing these important questions new strategies will emerge
for the assembly of different signals allowing efficient
nuclear delivery of the transgene, However, these assemm-
blies will remain dependent on the capacity of lipoplexes,
polyplexes or lipopolyplexes to overcome intracellular bar-
riers.

3.2 Extracellular barriers encountered in gene
delivery vary depending on the pathway
of administration

The complexity of in vivo gene transfer, in term of acces-
sibility, varies depending on the cell to be targeted and
how the drug is administered. Several anatomical and
extracellular barriers limit delivery and expression of the
transgene at a specific location. Among anatomical and
cytological barriers, epithelial and endothelial cells as well
as the extracellular matrix prevent the direct entrance of
exogenous molecules into most target cells. Extracellular
barriers include phagocytosis by specialized cells, such as
Kupffer's cells in the liver or macrophages in the spleen
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contributing to the clearance of the administered
nanovectors via the systemic pathway [12]. In cancer
freatment, unique features of the tumer microenviron-
ment profoundly impact efficacy of cancer therapies. The
properties of the cancer extracellular medium, including
increased interstitial pressure, decreased pH (6.5-6.8),
hypoxia and abnormal vascularity result in limited drug
delivery and efficacy [126]. Depending on the mode of
administration, different parameters restrict extracellular
trafficking of the NA complex into the target cells, There-
fore, local delivery (via airways for example), seems more
appropriate and safe, but has its own constraints (such as
limited volume, and maintaining the integrity of the res-
piratory function). Indeed, lung tissue has the advantage
of being accessible by both intravenous and local routes.
However, the difficulty in crossing the vascular endothe-
lium remains a major obstacle for intravenous administra-
tion and increases the risk of embolism. Local adminis-
tration is therefore preferred to the systemic route,
because it circumvents endothelial barriers and increas-
es the concentration of nanovectors in the pulmonary
tract while reducing adverse systemic effects [127]. To
abtain the greatest therapeutic effect, an appreciation of
the extra- and intracellular barriers and how the chemical
design of carriers could be adapted is required. In Section
4 we mainly focus on two routes of administration, sys-
temic and local, to highlight the cellular barriers associat-
ed with each pathway.

4 Routes of administration for gene therapies
4.1 The intravenous pathway

IV injection allows access to the entire endothelial system
as well as vascularized organs. It also permits targeting of
both primary tumors and metastases. Complexes admin-
istered by a systemic route have 1o circulate in the blood
stream for long enough to reach their targets. In this route
there are multiple risks of elimination [128], mainly relat-
ed to NA complex instability, aggregation, and capture by
cells capable of phagocytosis. Phagocytosis of NA com-
plexes is often accompanied by an inflammatory response
[129]. Regardless of the location of venous injection, a
large proportion of the molecules injected are trapped by
the liver [130]. Injected complexes are quickly transported
to the heart via the venous network. After the passage
through the heart, they pass through the pulmonary
microcirculation before being distributed throughout the
rest of the body [130]. Given that the pulmonary network
consists of the smallest capillaries of the human body, only
very small particles are able to pass through these capil-
laries, larger particles are blocked engendering a risk of
pulmonary embolism [131]. This particular feature of the
pulmonary network may explain the high pulmonary
expression of transgenes following TV injection.
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Retention of particles in the lung is increased by
serum aggregation of lipoplexes [132]. Following disrup-
tion of the endothelium and the basal membrane after
injection, cationic formulations can interact with the sur-
face molecules of pulmonary cells, such as proteoglycans
and anionic proteing [133], enabling their endocytosis
[134]. The fate of injected complexes is dependent on the
interactions that occur with elements in the blood. Once
in the bloodstream, complexes can interact with opsonins
through hydrophobic interactions [131, 135], and with
anionic proteins like albumin, lipoproteins, and heparin
[136], thus modilying the size and charge of the complex-
es [137]. This may facilitate complex removal by the
phagocyte system [138], Adjustments to particle size
avoid the opscnization phenomenon that leads to com-
plex entrapment by the reticulo-endothelial system.
Bypassing this obstacle allows an increase in the in vivo
flow of the particles [16].

Electrostatic interactions may induce a disorganiza-
tion of the complexes, a release of NA and its degradatian
in the bloodstream. Dose-dependent hematological and
serclogical toxicity (leucopenia, thrombocytopenia and
serum transaminase elevation) were reported for mice
after systemic administration of different cationic lipid/NA
complexes (GL67, DMRIE, DOTMA/DOPE) [138]. The cur-
rently available IV gene administration routes do not
guarantee effective transfer of therapeutic transgenes to
target cells, or long-tenm and stable protein production
[140]. Evaluation of liver damage induced by the IV injec-
tion of different molecules reported a transient hepatocy-
tolysis in mice [26].

In summary, intravenous administration is interesting
for testing and evaluating new formulations, because res-
piratory epithelial cells are easily accessible. In addition to
liver damage, IV routes of administration may lead to pul-
monary embolism if aggregates are formed, and thus, can
not easily be iransferred to the clinic. Thersfore, the
approach of local delivery (via the airways), seems a more
suitable route of administration, but this route has its own
constraints. Indeed, the therapeutic gene must be admin-
iztered directly into the airways by instillation or asrosoal,
and due to the permanent renewal of the respiratory
epithelium, administrations must be repeated aover time,
unless the NA complex can transfect stem cells of the res-
piratory epithelium.

4.2 Local pathways for gene therapy administration

The clinical achievement of gene therapy will result from
the use of efficient and finely tuned synthetic gene deliv-
ery systems and their adaptation to the most suitable
administration pathway. When considering lung dis-
easeg, the pulmonary delivery route is postulated to be the
most appropriate way to correct epithelial cells, such as in
the case of CF, or to inhibit tumor growth in the case of
lung cancer [141]. Inhalation techniques have shown
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promise as methods of gene administration into the lungs.
It is common knowledge that aerosolization of many
drugs is extensively employed in the medication of respi-
ratary diseases and therefore this route is described as an
effective, noninvasive and safe therapeutic approach
[140]. Today, inhalation delivery of chemaotherapy repre-
sents an important targeted approach for lung cancers
and metastasis treatments. Recently, patients with
osteosarcoma presenting lung metastases have been suc-
cessfully treated using inhaled lipid cisplatin (ILC) [142].
Inhalation therapy has benefits for treatment of lung dis-
eases. Indeed, direct delivery of the drug avoids first-pass
liver metabolism, enabling effective administration and
larger distribution of the active molecule into the lung,
while limiting anatomical filters [142]. Intranasal deposi-
tion of complexes also allows a quick assessment of the in
vivo efficiency of a nonviral formulation, in a noninvasive
manner, as nasal epithelium responds similarly to lung
epithelium. Unfortunately, this method does not allow
transfection of the bronchia and lungs and shows limita-
tions when applied in CF mouse models.

To be effective, an inhaled agent should reach the lung
in sufficient concentration, with the induction of minimal
pulmonary toxicity and limited systemic absorption
inducing systemic side effects [142]. Nevertheless, this
pathway shows some disadvantages. The airway epithe-
lium contains a multitude of strong barriers preventing
the penetration of pathogens as well as gene transfer into
cells and/or in the interstitial compartment. Moreover,
particles must be sufficiently small to be able to enter the
bronchi and bronchicles. In addition, once the adminis-
tered molecules have reached the airways, they may
become trapped in mucus and eliminated by the mucocil-
iary defense mechanism [140]. Glycocalyx and cills repre-
sent another major obstacle, preventing the interaction of
the carrier with the cellular membrane, thereby reducing
cellular internalization of the complexes. Tight junctions
between epithelial cells also constitute a barrier for gene
delivery.

This situation is worse in CF patients. kixcess mucus,
purulent secretions, bacterial and fungal infections, and
chronic inflammation further complicate the situation
affecting the integrity of the vector and its access to cell
membranes. It has been shown that sputum and hron-
choalveolar lavage fuids (BALF) collected from CF
patients limits the transfection efficacy of the lipoplexes
[143]. In the context of CF, intravenous and intratracheal
administration, which consists of a direct deposit of com-
plexes into the trachea, remain a relevant way to test orig-
inal formulations, but these methods are not easily trans-
ferrable to the clinic.

Local lung delivery through inhalation allows specific
transfection of the respiratory epithelium with reduced
gide-effects. Moreover, compared to viral vectors, syn-
thetic gene delivery appears to be efficient without
requiring bronchoscopic delivery. Thus, noninvasive pul-
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monary administration of formulations carrying therapeu-
tic transgenes or conventional medications seems highly
promising, but remains difficult to develop compared to
administration by the intravenous route. To overcome all
obstacles mentioned previously, progress is needed.
Recently extensive studies have been conducted on the
aerosclisation of complexes in order to circumvent these
difficulties [54, 56]. Nonviral gene delivery was assessed
in large animals using pDNA complexed with either
25 kDa-branched PEI, cationic liposome (GLE7A) or paly-
ethylens glycol-substituted lysine 30-mer. Complexes
made with pDNA encoding CFTR gene were deliverad Lo
sheep lungs by aerosol [66, 144]. GL67A provided the
higher level of transgene expression in small airway
epithelial cells. Due to its efficacy and stability following
aerosolizalion, GLE7A was considered to be the most rel-
evant vector following aerosol administration to sheep
lungs. It is currently being tested in a multicentric multi-
dose clinical trial including a large number of CF patients
(56, 144].

4.3  Gene therapy administered via hydrodynamic
limb vein injection

Hydrodynamic injection via the saphenous vein (HLV) of
the limb is a locoregional gene transfer administration
method, consisting of an intravenous injection of plasmid
into the posterior paws of mice after applying a tourne-
quet [145]. Thus, the solution containing NA is rapidly
injected under pressure inducing vessel permeation and
allowing massive delivery of NA into the neighboring
skeletal muscles. This method of administration has
proved to be safe [145, 146] and repeated injections can
be performed without major damage. HLV has been used
to deliver pDNA encoding dystrophin in dystrophic (mdx)
mice, resulting in improvement in muscle function [147].
This administration route has also be applied to dogs
[148], nonhuman primates [148], and people with muscu-
lar dystrophy [160]. Unfortunately, HLV of lipoplexes and
polyplexes is less efficient than naked pDNA (unpub-
lished data). One paper reported similar lransgene
expression in skeletal muscle of mice receiving either
naked pDNA encoding luciferase or polyplex nanomi-
celles of PEG-PLL block copolymer containing 16 units of
lysine and 12 units of ethylene glycol [151]. For this spe-
cific method of administration, new formulations are
required to improve on the results obtained with naked
pDNA.

5 Biodistribution and elimination
of synthetic vectors
With the aim of fine tuning the design and adaptation of

therapeutic nanoparticles, data regarding their pharma-
cokinetics and biodistribution should be assessed when
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new vectors are transferred from in vitro assays to first
preclinical trials. Molecular imaging provides many fea-
tures enabling means of safe assessment such as biclu-
minescence, biofluorescence and scintigraphy [152], and
also allows histological analysis after the euthanasia of
animals, Knowledge and understanding of the mecha-
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Figure 3. Administration and elimination pathways. This figure summa-
rizes the principle administration and elimination pathways. (A) repre-
sents the different administration routes, and the most commun are indi-
cated in bold type. Principally, three main administration roules are used
for drug delivery: (i) systemic injection; (i) inhalation; and (iii) per os
administration, allowing a quick plasma diffusien. However, for gene
delivery, per os is not required because a large amount of molecules are
eliminated due to the first-pass liver metabolism. Then, as for any drug,
the development of non viral gene delivery systems requires to adapt their
formulations to the route of administration in order to optimize drug
delivery and overcome the biclogical barriers related to the selected route
of administration. Thus, it is necessary to establish their blood pharmace-
kinetics, tissue biedistribution profile, kinetics of extravasation into tissue,
and kinetics of clearance. (B) illustrates the exchanges between plasma
components and target organs. In fact, most of the administration routes
lead to a large plasma diffusion. Indeed, depending on the administration
route, the pathway followed by the administered molecules is different
regardless of target tissue. The thickness of the arrows indicates the
importance of the pathways. Depending on mode of administration, drug
can pass through different organs (muscle, lung etc.) acting as filter
before reaching the plasma where they will interact with plasma compo-
nents before being redistributed to other organs. (C) summarizes the
main forms of elimination. Depending on the elimination organs, there
are several forms of clearance such as urines, sweat, milk, faeces etc. The
most important are indicated in bold type. Finally, the design of non viral
formulations has to take all these aspects into account to promote the
highest efficacy and avoid accumulations that could be responsible of
side-effects.
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nisms of pharmacokinetic and biodistribution of any drug
in the body is fundamental and the improvement of non-
viral gene transfer systems is not exempt to this rule.
Indeed, pharmacological and toxicological parameters are
critical to the success of preclinical and clinical trials
using nonviral vectors. Many routes of administration
enable diffusion of molecules in the bloodstream (Fig. 3).
Currently, the three main administration routes used for
drug delivery are: intravenous; inhalation; and per os
administration, allowing plasma diffusion. For gene deliv-
ery, per os administration is not used, due to first-pass
metabolism by the liver resulting in a large waste of the
active molecule. There is much interest in the optimiza-
tion of drug delivery and crossing of biclegical barriers
related to the selected route of administration, and sever-
al approaches have been developed.

Based on data from biodistribution studies, it has been
reported that polyplexes containing PEG chains remain
intact in the bloodstream for three days compared to unp-
egylated molecules, suggesting that hydrophilic chains
may limit adsorption of the plasma proteins with the com-
plexes while PEG conveys a stealth feature hmiting their
degradation [153]. The density of PEG present on the
nanocomplexes, its structure and chain length, represent
some important parameters that have a significant
impact on nanoparticle surface properties through the
prevention of phagocytosis [154]. Tt was shown that langer
PEG chains (600—1980 Da) grafted onto the surface of lipid
nanoemulsions provide better stealth properties [165]. In
addition, it has been highlighted that engraftment of PEG
sigmificantly reduces protein adsorption onto nanovectors
and their uptake by mononuclear phagocyte systems
[154]. In summary, use of pegylated nanocarriers led to a
prolonged biodisponibility of the complexes, enhancing
therapeutic efficacy of the delivered active principle by an
increase of their availability [164]. However, numerous
publications have reported that PEG itself can be
immunogenic, resulting in antibody production directed
against PEG, increased blood clearance, and a decrease
in the efficacy of PEG complexes [156].

Several organs, mainly the liver, spleen and kidneys,
play a key role in the pharmacokinetic fate of NA com-
plexes. Indeed, the mononuclear phagocyte system (MPS),
mostly found in the liver, is a monocyte/macrophage
enriched tissue that favors filtration, entrapment and
elimination of some blood elements such as cell frag-
ments, bacteria, agglomerates, and synihetic complexes.
Kidneys also control the elimination of nonviral systems
through renal clearance mechanism [157]. As mentioned
above, in vivo biodistribution of synthetic formulations
varies depending on many physicochemical factors.
Biodistribution comparison of various lipid nanocapsules
(LNC) was performed in nude mice bearing HEK293(j.)
tumor xenografts [158]. Results showed that the 25 nm
LNC disappeared rapidly from the bloodstream 1.5 h after
systemic administration because of a larger distribution
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into the tissues and rapid clearance. It was found that 50
and 100 nm LNCs remained in circulation for around 4 h,
No difference was found in biodistribution profiles at 24 h
for all LNCs [158]. Thus, it is important to perform kinetic
studies, because although short time lapse biodistribu-
tion profiles varied, they were found to be similar in the
long term. Many tools exist for kinetic studies of distribu-
tion such as biofluorescence imaging (BFI).

An important clearance appeared when vectors were
less than 25 nm in diameter, at approximately 1.5 h [129,
158]. For the largest delivery systems (50260 nm), their
degradation was limited by their size, increasing their
half-life in the bloodstream [129, 155, 158]. Another study
comparing the biedistribution of several NA nanocatriers
composed of new multimodular systermns (MMS) with dif-
ferent. cationic compounds, such as dicleylaminesuc-
ginylparomomyein (DNA MMS DOSP), or bis(guanidini-
um}-tren-cholesterol (DNA MMS BGTC), and/or DNA
lipid nanccapsules (DNA LNCs), revealed various biodis-
tribution profiles and circulation times according to the
cationic carrier employed, and its composition and sur-
face praperties [42]. For example, after intravenous injec-
tion, the authors reported that DNA MMS BGTC was rap-
idly accumulated in the liver of healthy mice. DNA MMS
DOSP had a lower concentration in the liver compared to
DNA MMS BGTC. DNA MMS DOSP exhibited an extend-
ed blood circulation, highlighted by a significant and vis-
ible accumulation for up to 24 h following the first injec-
tion, with fluorescence intensities four to five times
greater than DNA MMS GAL [42]. Grafting a galactosy-
lated motif to the formulations leads to their concentration
in the liver [42]. As seen previously, this phenomenon is
due to the binding of a galactose motif to the asialoglyco-
protein receptor (ASGP-R), located on hepatocytes that
interact with terminal GAL-bearing ASGP, and promotes
specific intemalization of GAL-containing systems [159,
160]. Tt was found that after systemic injection, photolu-
minescent graphene quantum dots (GQDs) mainly built
up in liver, lung, spleen, kidney and tumaor sites [161]. Bio-
chemical analysis and histological assessment revealed
no significant side effects, nor organ damage and/or
lesions after 21 days of treatment [161].

For siRNA delivery in cancer treatment, a stable PEI
nanopatticle containing glycol/chitosan (GC-PEI NPs)
with a strong positively charged surface was designed
[162]. A profile showing rapid cellular uptake within 1 h
was observed with siRNA-GC-PEI-NPs, leading to specif-
ic mRNA breakdown, and resulting in inhibition of RFP
gene expression in cell lines as well as with animal mod-
els, These results confirm a higher tumor targeting capac-
ity of these nanoparticle systems [162].

The charge of formulations is an important factor that
determines their pharmacokinetic pattern. In fact, as the
proteins contained in the plasma are negatively charged,
they can interact nonspecifically with cationic elements
[3]. To illustrate the importance of the charge surface,
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neutral and anionic nanoparticles, such as mesoporous
nanoparticles designed by Tanaka and coworkers,
lipoprotein formulations proposed by Shahzad and
coworkers, (both with a global charge around —3 mV) and
LNCs (charge around +7 mV) were tested [163-165]. A
siRNA LNCsg for systemic administration was obtained
presenting a 65% siRNA encapsulation efficiency [163].
Tumors were found to capture high density lipoprotein
(HDL) molecules through the scavenger receptor type Bl
(SR-B1), with EDL being necessary for cellular prolifera-
tion. With this in mind, a new siRNA delivery system was
desgigned and incorporated into reconstituted HDL parti-
cles (fHDL) [164]. Effective silencing of expression of two
important proteins (signal transcducer and activator of
transcription 3 and focal adhesion kinase), implicated in
cancer growth and metastasis, was observed in ovarian
and colorectal cancer models. Indeed, regardless of the
ovarian cancer models used, STAT 3 siIRNA/THDL or doc-
etaxel monotherapy induced a reduction in tumor weight
by 62% compared to controls. A greater reduclion in
wmer weight of 92% was obtained, when STAT3
siRNA/THDL and docetaxel treatments were combined
[164].

A novel RNAI delivery system containing mesoporous
silicon particles (stage 1 microparticles, SIMP) charged
with neutral DOPC based complexes and siRNA was
developed [165]. This new formulation targets the EphA2
oncoprotein overexpressed in many tumors, such as
epithelial carcinoma of the ovary. After intravenocus injec-
tion of SIMP-EphAZ2-2iRNA-DOFC, efficient silencing of
the EphA2 gene was obtained in about three weeks in dif-
ferent ovarian cancer models, reducing angiogenesis and
cell proliferation, with no major changes observed n
terms of biochemical or hematological parameters [165].
Another study revealed thet inhaled plasmid encoding
the human ph3 protein was found principally in the lungs,
whereas systemic injection of human pb3 protein led to
concentration in the liver, spleen and bloodstream [166], It
should also he mentioned that aerosol administration
allows a fairly even distribution of inhaled material
throughout the airways. This enhances the clinical rele-
vance of aerosol administration, as direct deposition of
genetic material in a relatively small area of the respirato-
1y epithelium has been shown to induce both short
inflammatory response and clearance mechanisms [57].

All these results highlight that different biodistribu-
tion profiles depend on both the nature and formulation of
nonviral delivery vectors adapted to the means of admin-
istration. Indeed, thers exists a close relationship
between routes of administration, biodistribution profiles,
and routes of elimination requiring fine tuning of the syn-
thetic vectors. As a consequence, biodistribution studies
are important for optimization of the formulations for spe-
cific administration routes. Figure 3 illustrates various
possibilities and the necessary and preliminary work
required to define the optimal route to target specific cells
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and various barriers facing nonviral vectors. Additionally,
it is important to anticipate the possible routes for elimi-
nation, regardless of the route of administration, in crder
to limit toxic side-effects.

6 Concluding remarks

40 years ago, the use of NA as a therapeutic was proposed
and the necessity for efficient and safe carriers identified.
Slowly, the development of gene carriers has moved from
fundamental research to technology warranting the filing
of patients. In some specific cases such as Adrenocleuko-
dystrophy or X-SCID NA therapeutics are emerging treat-
ments. Since many diseases are not curable or treatable
with conventional therapies, gene therapy represents an
avenue of hope.

Despite success based on viral vectors, serious obsta-
cles still prevent the introduction of NA constructs into
cells or organg and prevent the widespread use of gene
therapy as a therapeutic. Both virus and synthetic formu-
lations have been evaluated for gene delivery and many
clinical trials have been conducted. Synthetic complexes
exhibit many acdvantages in comparison with recombi-
nant viruses. However, they also show a lower capacity of
transfection in comparison with recombinant viruses,
even if some spectacular progresses have been made in
this field. Thus, much of the research effort around syn-
thetic carriers focuses on the development of original for-
mulations to improve transfection efficiency, especially
when they are at the stage of warranting testing in ani-
mals. To overcome this disadvantage, combined efforts
that encompass the synthesis, formulation, comprehen-
sion of cellular mechanisms, and in vivo behavior of syn-
thetic carriers are needed.

It is necessary to more precisely define, according to
the administration pathway, the molecular mechanisms
underlying the hiological barriers faced by synthetic vec-
tors in order to fine tune their chemical structure and suc-
cessfully overcome these obstacles. Although investiga-
tions regarding the effect of altering a chemical con-
stituent of any compound are necessary, the definition of
NA complexes characteristics as global complexes is also
crucial because it impacts transfection capacity. These
properties cover not only the nature and number of inler-
actions with NA, but also hydrophobic/hydrophilic bal-
ance, complex size, surface charge, physiclogical stabili-
ty, and NA escape procedure from the carrier. It is neces-
sary Lo complete these investigations through studying
the biodistribution and elimination of administered mole-
cules. Indeed, knowledge and understanding of the phar-
macokinetics and biodistribution mechanisms of drugs,
such as NA complexes, in the body are key steps for the
improvement of gene transfer systems and their transfec-
tion efficiency, in parallel with assessment of pharmaco-
logical and toxicological parameters.
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The cover of this regular issue of BT is inspired by several articles in which Chinese
hamster avary (CHO) cells were used. These articles include metabolite profiling in
CHO cells, the one-step generation of a triple knockout line using CRISPR-Cas technol-
ogy and analysis of antibody glycosylation patterns in different CHO cell lines.
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Chapitre IV : Partie Expérimentale
1 Formulation des lipides cationiques

A travers la collaboration entre 1’équipe « Phosphore et vectorisation » du Pr. Paul-Alain
Jaffres de 'unit¢ CNRS 6521 et I’équipe « Thérapie Génique et transfert de genes » du Pr.
Tristan Montier de ’'unité INSERM 1078, plusieurs familles de lipides cationiques ont été
développées et utilisés dans les études expérimentales décrites ci-dessous.

Mes travaux de theése ont porté sur le développement et la biodistribution des vecteurs
synthétiques apres administration systémique chez la souris. Pour cela, des sondes
fluorescentes lipidiques neutres ont été synthétisées et formulées avec le lipophosphoramidate
KLN47 (Figure 38). Ces lipophosphoramidates fluorescents possedent un seul fluorophore
localisé au niveau de la téte polaire. Différentes sondes fluorescentes ont été utilisées,
principalement la cyanine, naphthalimide, NBD (7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl). Les
sondes fluorescentes ont été sélectionnées de sorte a concevoir des lipides présentant des
propriétés fluorescentes qui couvrent un large spectre d’émission et d’excitation, et qui soient

compatibles avec diverses applications (in vitro et in vivo).

KLN47
C41HgsASINOgP \/\/\/\/:-\/\/\/\/\O/

Cyanine Fluorescent o
lipid NN NN NSNS

C7oH114IN,O,4P

NBD Fluorescent —
lipid _
CasH7gNs06P

O
Naphtalimide o O N o
Fluorescent lipid — O f—N O —
O
Cs4HggN3OgP = o)

Figure 38 : Structures chimiques du lipophosphoramide KLLN47 et des lipides fluorescents
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Ces lipides fluorescents neutres ont été incorporés a un rapport molaire faible (5%) avec
le KLLN47 afin de produire des solutions liposomales fluorescentes en modifiant le moins
possible les propriétés physicochimiques du lipide cationique. Ces nouveaux composés ont
été formulés a différentes concentrations, 1.5 mM pour 'usage in vitro, 11.5 et 23 mM pour
les essais in vivo. Plusieurs formulations contenant différents fluorochromes ont été obtenues
(Tableau II). Elles ont ensuite été caractérisées en termes de taille et de potentiel zéta

(Tableau II).

Tableau II : Caractéristiques physicochimiques des lipides fluorescents

Formulations Taille (nm) Poly Index Potential { (mV)
KLN47,—1.5 mM, 1.3 mg/mL 220.9 - +60.2
FL1A: KLN47,—1.5 mM + FL Cyanine 5 mol % 189 - +44.0
FL2A: KLN47,—1.5 mM + FL NBD 5 mol % 167.5 0.561 +53.1
FL2B: KLN47,—1.5 mM + FL NBD 10 mol % 205.0 0.418 +43.0
FL3A: KLN47,—1.5 mM + FL Naphtalimide 5 mol % 353.0 0.668 +50.5
FL3B: KLN47,—1.5 mM + FL Naphthalimide 10 mol % 354.8 0.477 +56.2
KLN47,—11.5 mM, 10 mg/mL 234.8 0.560 +58.4
FL1B: KLN47,—11.5 mM + FL Cyanine 5 mol % 141.4 0.714 +48.1
KLN47.—23 mM, 20 mg/mL 286.8 0.792 +65.9
FL1C: KLN47.—23 mM + FL Cyanine 5 mol % 164.5 0.474 +54.4

Avant toute utilisation in vivo, la capacité de condensation et de transfection sur lignées
cellulaires des nouveaux composés a €té évaluée. Par la suite, grace aux techniques
d’imagerie des études de biodistribution apres injection systémique, ont été menées chez la
souris saine avec 1’'une des formulations (FL1C : 23 mM, Cyanine). En effet, nous avons
choisi d’utiliser la formulation la plus concentrée pour réduire le volume a injecter, limitant
par conséquence les éventuels effets toxiques, et marquée a la cyanine pour sa compatibilité
pour ’usage in vivo. Le stabilisateur stérique DSPE-PEGa a été utilisé en combinaison avec
certains lipides cationiques pour prévenir les risques d’opsonisation et d’élimination des
complexes par les macrophages. En effet, lors des essais in vivo il est important d’avoir des

complexes stables et concentrés avec une circulation prolongée dans 1’organisme [584,743].

La seconde partie de mon projet a port¢ sur [’évaluation de nouveaux
lipophosphoramidates cationiques possédant soit deux chaines lipidiques identiques (appelés
les lipides cationiques symétriques), soit deux chaines lipidiques différentes (nommés lipides
cationiques asymétriques). Les objectifs de ce travail sont tout d’abord I’optimisation des
méthodes de synthése et de formulation des lipophosphoramidates, puis dans un second

temps, d’évaluer I’impact de la présence de deux chaines lipidiques différentes sur la
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structure, les propriétés physicochimiques et sur 1’efficacité de transfection en comparaison
avec les lipides symétriques. Une série de sept lipophosphoramidates asymétriques a ainsi été
synthétisée. Cette derniere comprend des chaines lipidiques saturées (C12:0, C14:0, C18:0),
des chaines alkyles substitués (phytanyles), des chaines alkyles insaturées (oléyles) et un
groupement cholestérol. La comparaison des efficacités de transfection des lipides
symétriques, non-symétriques et de la lipofectamine 2000 a été réalisée sur modeles
cellulaires.

Dans le cadre de ma these, d’autres formulations ont également été évaluées dans le cadre
du transfert de genes. Cette série de lipides cationiques est caractérisée par un groupe
fonctionnel phosphate qui agit comme un agent de liaison pour relier les deux chaines
lipidiques cationiques avec la téte polaire. La liaison entre les groupements mono ou
dicationiques et le groupement phosphate se fait via un espaceur de type aryle. Différentes
tétes polaires ont également été¢ utilisées, afin de produire des molécules amphiphiles
possédant soit une charge cationique, soit deux charges cationiques (N-méthyl-imidazolium,
pyridinium, triméthylammonium). L’efficacité de transfection de ces nouvelles molécules a
ensuite été évaluée sur des lignées cellulaires différentes.

Il existe différentes méthodes de préparation des liposomes selon la nature des lipides
utilisés et le type de particules que I’on veut obtenir. On distingue principalement la
formulation en eau par hydratation d’un film lipidique, les formulations par injection
éthanolique [744], I’'injection a 1’éther et la méthode d’évaporation en phase inverse. La
méthode la plus utilisée est celle d’hydratation d’un film lipidique. Le principe de la
formulation en eau est le suivant : une quantité de lipides est pesée puis dissoute dans un
solvant organique le chloroforme. Le solvant est ensuite évaporé a 1’aide d’un évaporateur
rotatif jusqu’a I’obtention d’un film lipidique homogene. Le film lipidique ainsi obtenu est
hydraté par ajout d’un volume d’eau stérile permettant d’obtenir la concentration souhaitée
(mM). Apres la période d’hydratation qui est variable en fonction du vecteur, la solution est
vortexée et soniquée jusqu’a 1’obtention d’une solution liposomale homogene. La taille des

liposomes et le potentiel z&éta sont déterminés pour chaque formulation a 1’aide d’un zétasizer.

2 Plasmide

Le plasmide pGM144 de 3759 pb a la particularité d’étre entierement CpG-free (Figure
39). 1l a été congu ainsi dans le but : (i) d’obtenir une expression prolongée du transgene au
niveau des cellules épithéliales pulmonaires, et (ii) afin d’éliminer ou de réduire la réponse

inflammatoire liée a la présence des dinucléotides CG [495,557]. Le pGM144 sous le controle

133

N
—



Chapitre IV : Partie Expérimentale

du promoteur du facteur d’élongation humain la (hECFla), associé a 1’enhancer du CMV
humain, ainsi qu’une forme CpG-free de 1’origine de réplication R6K code pour le géne de la

luciférase. Ce plasmide est amplifi¢ a 34°C dans la souche GT115 d’E. coli.

EET“H1$SS4]
‘BgIII{U
Lok hmv&b

B pGM144 (G4 hCEFI soLux)

o N 3759bp =
(=]
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(2

% ‘1
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Figure 39 : carte de restriction du plasmide pGM144 ([557])

Apres amplification, les plasmides sont extraits et purifiés avec le kit Transfection grade,
endotoxin-free plasmid DNA purification kit (Macherey Nagel) selon les recommandations du
fournisseur. Le principe repose sur une lyse alcaline des membranes bactériennes, suivie
d’une purification du plasmide par chromatographie échangeuse d’anions. L’ADN
plasmidique est alors concentré par précipitation a 1’alcool apres plusieurs lavages de la
colonne. Les plasmides sont ensuite repris dans de l’eau dépourvue d’endotoxines. La
concentration en ADN est déterminée par un spectrophotometre a 260 nm. Quant a la pureté
de la solution d’acides nucléiques est estimée par le rapport Azso/Azso qui doit étre compris
entre 1.8 et 2. Une digestion enzymatique suivie d’une électrophorése d’ADN sur gel

d’agarose est ensuite réalisée pour confirmer I’identité du plasmide.

3 Complexation d’ADN

Avant toute évaluation biologique, il est important de vérifier la capacité des composés
synthétisés a complexer I’ADN afin de déterminer le rapport de charge (CR) pour lequel la
complexation de I’ADN est totale. Le CR est défini par le nombre de charges positives

portées par le lipide cationique rapporté au nombre de charges négatives portées par I’acide
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nucléique (ADN). Pour cela 1 ug de plasmide est mélangé avec différentes quantités de lipide
cationique de sorte a obtenir des CRs allant de 1 a 8. Les complexes sont préparés soit en
OptiMEM (Gibco) pour les essais in vitro, soit en NaCl 0.9% pour les tests in vivo. Apres
incubation a température ambiante, 10 & 20 uL de chaque lipoplexe sont déposés sur gel
d’agarose 0.8% et mis a migrer pendant 20 minutes environ a 100 V, 90 mA. Le gel est
préalablement coloré par le bromure d’éthidium (10 mg/mL), afin de pouvoir le visualiser par
la suite au moyen d’un transilluminateur a UV (Fischer Bioblock). Apreés migration, si I’ADN
n’a pas été entierement complexé, une bande sera visible sous UV. A I’inverse, lorsque
I’ADN est totalement complexé, le BET n’est plus capable de s’intercaler entre les acides
nucléiques et aucune bande ne sera donc observée. L’ADN seul est utilis¢ comme controle

afin de déterminer le niveau de complexation d’ADN aux différents CRs.

4 Evaluation sur modeles cellulaires
4.1 Lignées cellulaires

L’efficacité¢ de transfection des lipides cationiques a été évaluée sur différentes lignées
cellulaires en fonction des applications envisagées. Dans le cadre de la thérapie génique de la
mucoviscidose, deux lignées d’épithélium bronchique sauvage (16HBE140-) et homozygotes
pour la mutation AF508 (CFBE410-) ont été utilisées. D’autres lignées d’origine cancéreuses
ont également été utilisées. Elles dérivent respectivement des cellules d’adénocarcinome
pulmonaire humain (A549), d’adénocarcinome du col de I’'utérus (HeLa) et du mélanome
humain (SkMel28). Les cellules sont cultivées en EMEM (16HBE, CFBE, SkMel28) et en
DMEM (A549, Hela) a 37°C sous atmosphere enrichie en CO,.

4.2 Préparation des complexes

Les solutions de liposomes sont stockées a 4°C, et avant leur utilisation, elles sont
remises a température ambiante puis soniquées afin d’homogénéiser la formulation. Les
lipoplexes sont préparés en OptiMEM (Lonza). Pour cela, 0.25 pg d’ADN plasmidique
(pGM144) sont mélangées avec des quantités appropriées de lipides cationiques
correspondant aux CRs allant de 1 a 8. Les complexes sont ensuite incubés 1 heure a

température ambiante avant dépot sur cellules.

4.3 Transfection cellulaire

L’efficacité de transfection des lipides cationiques a été €valuée sur différentes lignées
cellulaires a 1’aide du systeme de geéne rapporteur (Luc). Brievement, Les cellules sont
ensemencées préalablement en plaques 96 puits a raison de 25.000 cellules par puits et

incubées pendant 1 nuit a 37°C. Chaque condition est testée en triplicat. Le lendemain, 30 pL
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de chaque complexe préalablement préparé sont déposés sur les cellules. La lipofectamine
2000 (Invitrogen), I’ADN seul et les cellules non transfectées sont utilisés comme contrdles
pour déterminer le taux de transfection. Les cultures cellulaires sont ensuite remises a 1’étuve

jusqu’a la révélation.

4.4 Révélation de I’expression du transgene

48 heures apres la mise en contact des cellules avec les lipoplexes, I’efficacité de
transfection est révélée par mesure de I’expression du géne rapporteur luc dans les cellules. La
révélation se fait en 3 trois étapes : lyse des cellules, dosage de ’activité¢ de luciférase et

dosage des protéines totales.

4.4.1 Lyse cellulaire

Le milieu de culture est retiré, puis 50 uL. de PLB 0.5X (Passive Lysis Buffer, Promega)
sont ajoutées aux cellules. Les plaques sont ensuite congelées a -20°C pour quelques heures
ou jours. Les cellules sont par la suite décongelées a température ambiante et les lysats

cellulaires sont prélevés pour réaliser les mesures de luminescence et le dosage protéique.

4.4.2 Dosage de ’activité luciférase

L’activité luciférase est mesurée dans les cellules transfectées par le kit Luciferase Assay
System (Promega) en suivant les recommandations du fabricant. Le test est basé sur la
catalyse de la réaction d’oxydation de la luciférine en oxyluciférine par la luciférase de luciole
en utilisant le complexe ATP*Mg** comme co-substrat (Figure 40). Cette réaction génére de
la lumiere sous forme de photons proportionnelle a la quantité de protéines présentes (Figure
40). Cette émission de photons est donc quantifiable grice a un luminometre de plaques
(MLX® Microtiter Plate Luminometer, Dynex). Les résultats sont exprimés en Relative Light

Units (RLU).

Luciférine + ATP + O, Luciférase > Oxyluciférine + AMP + PP; + CO,
M92+

+

Figure 40: Représentation schématique de la réaction de chimiluminescence lors de la

quantification de [’activité de la luciférase.
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4.4.3 Dosage des protéines totales

La quantité des protéines dans chaque puits est mesurée a 540nm en utilisant la méthode
photométrique a 1’acide bicinchonique (BCA protein assay reagent kit, Interchim). Pour cela
200 pL du réactif reconstitué sont ajoutées par puits, puis les cellules sont incubées a 37°C
pendant 30 minutes. Le test repose sur le pouvoir réducteur des protéines en milieu alcalin,
qui transforme ainsi les ions cuivre II en ions cuivre I. Les ions qui en résultent, se
complexent alors avec 1’acide bicinchonique et forment un complexe de couleur violet (Figure
41). En parallele, une gamme étalon d’albumine de sérum de bovin (BSA) est réalisée afin
d’associer chaque absorbance a une concentration donnée en protéines. L’efficacité de
transfection est exprimée en RLU / mg des protéines totales, et permet d’évaluer comparer

chaque formulation.

1) Ponts peptidiques + Cu?* > [Complexe tétravalent — Cu+*] + Cu+

2) Cu*+ BC Assay reagent > [Complexe Cu* - Bc Assay]

Figure 41 : Représentation schématique des réactions chimiques intervenant lors du dosage

des protéines par le kit BC Assay

4.5 Evaluation de la cytotoxicité

La cytotoxicité des lipoplexes est évaluée par le kit Toxilight Bioassay (Lonza). Ce kit
mesure par chimiluminescence, le relargage dans le milieu de culture, d'une enzyme adénylate
kinase normalement présente uniquement dans le cytoplasme des cellules. La présence de
cette derniere dans le milieu de culture est un indicateur de D’altération des membranes
cellulaires reflétant la cytotoxicité des formulations étudiées. Pour cela, deux heures apres le
dépot de complexes sur les cellules, 20 uLL de surnageant ont été prélevés dans chaque puits,
afin d'estimer le taux d’adénylate kinase dans le milieu. La mesure se fait en deux étapes.
D’abord en présence de 1’adénylate kinase les molécules d’ADP sont transformées en ATP.
Ensuite, ces molécules d’ATP sont utilisées comme co-facteur par la luciférase pour
I’émission de lumiere en présence de luciférine (Figure 42). L’intensité de la lumicre émise
est proportionnelle a la concentration d’adénylate kinase et est mesurée en utilisant un
luminometre. Les résultats sont exprimés en RLU. Il s’agit ici d’estimer la toxicité cellulaire

d’un complexe par rapport a des controles négatifs.
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1) ADP + ADP Adénylate Kinase S ATP+ AMP

Mgz+

Oxyluciférine + AMP + PPi + Co,

2) ATP + Luciférine + O, Luciférase 5

MgZ+ +

Photons

Figure 42 : Etapes chimiques du dosage de I’adénylate kinase par utilisation du Kit Toxilight

™ g
Bioassay Lonza.

5 Transfection in vivo

Afin de s’affranchir de 1’auto-fluorescence des poils, les essais in vivo sont réalisés sur
souris nudes femelles, agées de 6 semaines. Les souris proviennent de l’animalerie de
JANVIER LABS et hébergées a I’animalerie de 1’universit¢ de Bretagne Occidentale. Une
surveillance de 1’état physiologique des souris (poids, état du pelage, ...) est réalisée
quotidiennement. Le projet d’expérimentation animale a été validé par le comité d’éthique
numéro 74 du Finistere, et enregistré au ministere sous le numéro 00567.01.
Durant ma these, j’ai obtenu mon dipldme d’expérimentation animale, niveau 1, a I’école

vétérinaire ONIRIS, a Nantes.

5.1 Préparation des complexes

Les précédentes expériences avec différents lipides cationiques ont montré que la plus
forte activité de luciférase dans les poumons a été obtenue avec des CRs compris entre 4 et 6
[530,535]. Ainsi, nous avons choisi de formuler les complexes (lipoplexes et liposomes) aux
CR = 4 pour étudier la cinétique d’expression du transgeéne in vivo par bioluminescence. Les
complexes sont préparés dans du NaCl 0.9%. Pour cela des quantités d’ADNp (50 ug) et de
lipide cationique (CR=4) sont mélangés de facon a pouvoir administrer a chaque souris
environ 200 puL (voie systémique) de lipoplexes. Le stabilisateur stérique DSPE-PEGyg a été
ajouté dans certaines formulations. En effet, lors des essais in vivo, il est important de
stabiliser et de concentrer les formulations afin d’obtenir une circulation prolongée dans
I’organisme [584,743]. Les complexes sont préparés a ’abri de la lumicre (formulations
fluorescentes) puis incubés 1 heure a température ambiante avant d’€tre administrés aux
souris. Quatre conditions ont ainsi été testées, les liposomes seuls, liposomes + DSPE-

PEG;00, lipoplexes seuls et lipoplexes + DSPE-PEGygo.
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5.2 Administration systémique
Les complexes sont injectés via la veine caudale de la queue. Les souris sont d’abord
exposées a la lumicre d’une lampe pour chauffer et mieux dilater les veines. Ensuite elles sont

maintenues sous un bécher pour injection des complexes.

5.3 Suivi des complexes in vivo par biofluorescence

L’imagerie par fluorescence a été effectuée a différents temps (17, 3", 5", 24",.. etc) post-
injection, en utilisant I’appareil de biofluorescence NightOWL II (Berthold Technologies,
Germany) a 1’aide d’une caméra préalablement refroidie a -70°C. En considérant les
propriétés fluorescentes de la cyanine, les filtres d’excitation 630 nm et d’émission 655 nm
ont été sélectionnés. Le faisceau de lumiere est maintenu constant pour chaque acquisition de
fluorescence, ce qui est idéal avec la lampe annulaire. En effet, comme la lampe annulaire est
toujours placée a la méme hauteur, 1’énergie d’excitation de ’échantillon sera toujours la
méme.

Les souris sont tout d’abord anesthésiées par un mélange d’air-isoflurane (4%), puis
placées dans la chambre noire du systéme d’imagerie (Berthold, NightOWL II). Elles sont
maintenues sous anesthésie air-isoflurane 2% tout au long de 1’acquisition. L’intensité de
fluorescence est mesurée sur souris endormie pendant une acquisition d’une seconde, et le
signal de fluorescence obtenu est superposé sur I’image de chaque souris correspondante. Les
images de fluorescence sont prises dans différentes positions afin d’avoir une vue générale de
la biodistribution de la fluorescence et ainsi mieux localiser et identifier les organes

fluorescents. Les résultats sont exprimés en photon/pixel/seconde.

5.4 Quantification de ’expression du transgene par bioluminescence

L’expression du gene rapporteur (luciférase) est réalisée 24 heures aprés administration
des complexes par bioluminescence. Pour cela, les souris recoivent d’abord 200 pL de
luciférine (2 20 mg/mL en tampon Hépes 20 mM ; Luciferins, FluoProbes®, Interchim) par
voie intrapéritonéale. 2 minutes apres, les souris anesthésiées par un mélange air-isoflurane
4% sont placées dans ’appareil d’imagerie (NightOWL II ; Berthold Technologies, Germany),
ou elles sont maintenues endormies avec un mélange air-isoflurane a 2% tout au long de
I’acquisition. L’émission de photons est mesurée grace a un appareil d’imagerie in vivo
(NightOWL 1I ; Berthold Technologies, Germany) équipé¢ d’une caméra CCD (Charged
Coupled Device) préalablement refroidie a -70°C. Les images de bioluminescence sont

acquises en mode Lum B8x8 pendant 4 minutes. Le traitement d’images est réalis¢ a I’aide du
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logiciel WinLight 32 (WinLight 32; Berthold Technologies, Germany). Le signal est quantifié

dans les régions d’intérét et exprimé en photon/seconde.

5.5 Biofluorescence sur organes isolés

Les animaux sont sacrifiés a différents temps post-administration apres avoir été imagés
et les organes (poumons, cceur, foie, rate, reins et intestins) sont prélevés pour une analyse en
fluorescence. L.’ imagerie de fluorescence est une technique non-invasive et simple a mettre au
point. Néanmoins, I’absorption et la diffusion de la lumic¢re dépendent largement de la
profondeur des tissus. Des problémes d’auto-fluorescence et de photo-blanchiment peuvent
également étre observés. Ainsi le profil de biodistribution des molécules fluorescentes doit
étre étudié de la meilleure maniere possible. Pour cela, des images de fluorescence sur
organes isolés sont prises 24 heures post-injection, afin de mieux localiser et identifier les
organes fluorescents et ainsi estimer 1’intensité¢ du signal de la manicre la plus rigoureuse
possible. Les organes sont immédiatement placés dans 1’appareil d’imagerie (NightOWL ;
Berthold Technologies, Germany), et les images sont acquises de la méme maniere que pour
les souris entieres, pendant un temps d’acquisition d’une seconde. Le signal de fluorescence

est ensuite superposé avec la photo des organes correspondants.

5.6 Analyse de I’atteinte hépatique

Afin d’évaluer la toxicité générale que peuvent induire nos lipoplexes, un dosage des
transaminases hépatiques ALT (Alanine Aminotransférases) et AST (Aspartate
Aminotransférases) est réalisé a partir du plasma. Pour cela, des prélevements sanguins sont
effectués a différents temps post-injection a partir de la veine saphene. La méthode utilisée est
celle décrite par Hem et al. en 1998 [745]. Brievement, les souris sont maintenues dans des
tubes falcon percés de 50 mL, et une de leurs pattes arriere est tirée vers I’extérieur. La veine
sapheéne est mise en évidence par compression abdominale, et piquée par la suite. 200 a 300
uL de sang sont récoltées dans des microvettes héparinées (Microvette CB300, Sarstedt). A la
fin du prélévement, I’hémorragie est stoppée a 1’aide d’une compresse. Les échantillons de
sang sont immédiatement centrifugés a 10000 g pendant 2 minutes a 4°C. Le plasma est
récupéré et stocké a -20°C. L’activité des enzymes hépatiques (AST et ALT) est dosée a
I’aide des kits commerciaux (ALT/GPT et AST/GOT; Elitech). Le principe du kit est basé sur
la cinétique d’absorbance a 340 nm, qui reflete I'oxydation du NADH en NAD lorsque les
transaminases sont en contact avec leurs substrats respectifs. L’activit¢ des enzymes

augmente essentiellement en cas d’hépatite, mais aussi lors d’une atteinte cardiaque aigue, ou
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d’une atteinte musculaire. Les résultats sont exprimés en unités internationales / litre de sang

(UI/L).
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Chapitre V : Résultats

1 Evaluation de nouveaux lipophosphoramidates fluorescents pour le transfert de

genes et études de biodistribution in vivo apres administration systémique

Dans cette étude, de nouveaux lipophosphoramidates KLLN47 formulés en présence de
sondes lipidiques fluorescentes ont été synthétisés. Ses composés ont été caractérisés puis
évalués sur lignées cellulaires et in vivo par bioluminescence et bioflurescence. En effet, la
faible efficacité¢ de transfection et 1’¢limination rapide des vecteurs synthétiques lors d’une
administration systémique ainsi que les effets indésirables associés constituent des points
limitants pour les systeémes de transfert de genes non-viraux. Il est donc primordial de
comprendre les facteurs qui influent sur la biodistribution, 1’élimination et I’efficacité de
transfection des vecteurs synthétiques afin d’adapter la structure chimique des formulations
pour en accroitre leurs efficacité. La caractérisation physicochimique des liposomes montre
que les lipophosphoramidates fluorescents présentent une taille équivalente a celle du KLN47
non marqué, et une charge de surface positive. La présence de sondes lipidiques dans la
solution liposomale ne modifie donc pas les propriétés physicochimiques du KLN47. Sur
lignées cellulaires, nous avons montré que les nouvelles formulations étaient aussi efficaces
que le KLLN47, et peu toxiques. Grace au marquage fluorescent et aux techniques d’imagerie
in vivo, il a été montré, apres injection systémique, une biodistribution principalement au
niveau des poumons, supérieure en présence du DSPE-PEGyggo. Ce signal s’étend également
sur d’autres organes tels que les reins, le foie, la rate, le cceur...etc. Le suivi et la mesure de
I’expression du géne rapporteur montre une émission du signal au niveau pulmonaire
équivalente en présence et en absence du stabilisateur stérique DSPE-PEGyg00. En absence du
DSPE-PEGjy0 une expression hépatique du transgene a également été observée.
Parallelement, nous avons évalué I’atteinte hépatique induite par nos molécules, par mesure
des niveaux des enzymes hépatiques (AST et ALT) dans le sérum de souris. L’administration
systémique de lipoplexes LF1C+DSPE-PEG;0o/pGM144 entraine une augmentation rapide
mais transitoire de [’activité des transaminases, quelques heures apres l'administration,
atteignant un pic a 24 heures, suivie d’une récupération des valeurs de référence a 72 heures.
Ainsi, I'administration systémique des lipoplexes LF1C+DSPE-PEGy00/pGM144 a entrainé
une toxicité hépatique transitoire chez la souris. L’ensemble des résultats présentés dans
’article ci-apres montrent que nous disposons d’outils intéressants pour les études de
biodistribution in vivo. La voie IV permet de tester I’efficacité de transfection des cellules
épithéliales pulmonaires assez rapidement, mais ne constitue pas une voie de référence dans le
traitement de la mucoviscidose par thérapie génique. Ainsi, les perspectives consistent
maintenant a évaluer la biodistribution et 1’efficacité de ces molécules apres aérosolisation,
technique non invasive, permettant I’acces a la majorité des territoires pulmonaires.
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Abstract: The objective of lung gene therapy is to reach the respiratory epithelial cells in order to
deliver a functional nucleic acid sequence. To improve the synthetic carrier’s efficacy, knowledge
of their biodistribution and elimination pathways, as well as cellular barriers faced, depending
on the administration route, is necessary. Indeed, the invivo fate guides the adaptation of
their chemical structure and formulation to increase their transfection capacity while maintaining
their tolerance. With this goal, lipidic fluorescent probes were synthesized and formulated with
cationic lipophosphoramidate KLN47 (KLN: Karine Le Ny). We found that such formulations
present constant compaction properties and similar transfection results without inducing additional
cytotoxicity. Next, biodistribution profiles of pegylated and unpegylated lipoplexes were compared
after systemic injection in mice. Pegylation of complexes led to a prolonged circulation in the
bloodstream, whereas their in vivo bioluminescent expression profiles were similar. Moreover,
systemic administration of pegylated lipoplexes resulted in a transient liver toxicity. These results
indicate that these new fluorescent compounds could be added into lipoplexes in small amounts
without perturbing the transfection capacities of the formulations. Such additional properties allow
exploration of the in vivo biodistribution profiles of synthetic carriers as well as the expression
intensity of the reporter gene.

Keywords: cationic lipids; administration way; in situ biodistribution; in vivo fluorescence;
pegylated formulations
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1. Introduction

As for any drug, the main role of nanocarriers is to provide a selective safe and efficient
delivery. This allows the use of a small amount of active compound, thereby limiting the potential
side effects of the drug. Tolerance is also dependent on a safe carrier elimination once the
therapeutic molecule has been delivered. In order to develop effective non-viral gene transfer
systems, biodistribution profiles should be investigated to better understand the in situ fate of these
molecules and the biological barriers they have to overcome according to the route of administration.
All these data are important to fine tune and design original chemical structures and optimal
combinations between these different molecules. Among the present technologies, there exist
some non-invasive tools such as bioluminescence and biofluorescence that can be used to track
the tagged complexes while evaluating their transfection capacity [1]. Biofluorescence imaging
(BFI) is a simple, low-cost and non-invasive technique. It can be carried out on living animals for
different time periods, but it is important to note that the absorption and diffusion of the photons
depend on the tissues depth, impacting observation [2,3]. In addition, an excitation source is
needed, and can sometimes cause autofluorescence, phototoxicity or photobleaching phenomena [4].
Fluorescence technology also requires the use of fluorochromes such as cyanine, naphthalimide, NBD
(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl), fluorescein and many others, that can be used alone or coupled
to different compounds like synthetic carriers [5-9] or peptides [10]. Among non-viral vectors,
cationic lipids are the most commonly used, and some are currently employed in gene therapy clinical
trials [11-14].

Over the last decade, our laboratory has developed some original synthetic vectors and we
investigated their potential as gene delivery systems. Thus, different cationic lipids such as
lipophosphonates [15-17] and lipophosphoramidates [12,13,18-21] have been produced, and their
high ability to transfect cells in culture and lungs mice were demonstrated [13,22-27]. However,
the plasmid type [27-29], the vector [18,26,29-32] as well as the nucleic acids (NA) or synthetic
carrier’s labeling techniques [8,30,33-35], impact greatly the distribution in tissues as well as
the transgene expression. Labeling liposomes with a fluorescent probe appears as a relevant
procedure to establish biodistribution profiles of lipoplexes and their pharmacokinetics, irrespective
of administration route [26,27,31-34,36-38]. In that sense, fluorescent lipophosphoramidates bearing
a single fluorophore localized in the polar head domain were synthesized [8]. Indeed, the fluorophore
(NBD, cyanine or naphtalimide) was coupled with a hydrophobic part that can be associated with
other lipidic compounds. These neutral fluorescent compounds were thus included at a 5% molar
ratio with a lipophosphoramidate (KLN47) to produce a fluorescent liposomal solution [8]. They
were incorporated in small proportions to prevent perturbations of the supramolecular assembly as
well as potential modifications of the transfection properties [8].

In the present study, we report the invivo biodistribution profiles after systemic
administration using new fluorescent lipophosphoramidate-based formulations. In parallel,
to refine our understanding of the in situ fate of such complexes, we also monitored their
effectiveness and tolerance. Liposomal formulations were first characterized by dynamic scattering
and zeta potential measurements. Physicochemical results showed that resulting formulations
exhibited a size in the same range as that obtained with the lipophosphoramidate KLIN47
alone. Considering zeta potential measurements, all the formulations presented an equivalent
positive charge. Additionally, fluorescent lipid (FL) did not modify the DNA complexation
ability of the resulting complexes. In cell lines, their transfection abilities were quite similar.
Considering invive studies, liposomes and lipoplexes formulated in the presence of DSPE-
PEGzop0 (1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-phosphoethanolamine-N-[Methoxy(Polyethyleneglycol)-2000]
(Ammonium salt)) exhibited a superior bioavailability during the 24 h following the injection in
comparison with their equivalent formulations without steric stabilizer. However, bioluminescence
imaging (BLI) showed an equivalent luciferase expression in the lungs, regardless of the presence
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or absence of DSPE-PEGzgpg. All together, the results indicate that these novel kinds of fluorescent
compounds could be easily added to liposomal formulations to track lipoplexes in vivo.

2. Results and Discussion

2.1. Fluorescent Formulations

After synthesis, the fluorescent compounds were readily incorporated into the corresponding
liposomal solutions without dramatic modifications of liposomes. The chemical lipid structures are
represented in Figure 1. NMR, absorbance and fluorescence spectra are represented in Supplementary
data (Scheme S1). All the formulations were then characterized depending on their size and zeta
potential. The results showed that liposomes size was in the same range with those obtained with
the reference KLN47 (Table 1), comprised between 104 and 290 nm, except for the formulations
incorporating the naphthalimide dye that exhibits a diameter around 350 nm. The zeta potential
measurements were clearly positive from +46 to +66 mV for all formulations. Nevertheless, the
surface charge was slightly lower for the fluorescent formulations (+45 to +50 mV) whatever the
fluorochrome in comparison with the KLN47 (~+60 mV). This difference of zeta potential could
be explained by the presence of the neutral fluorescent lipid in the liposomal solution. Several
concentrations were tested here; the less concentrated formulations KLN47, (1.3 mg/mL) were
designed for in vitro assessments while the most concentrated solutions KLN47, (10 mg/mL)
and KLN47. (20 mg/mL) have been produced for animal applications. For in vivo assays, the
formulations should be more concentrated in order to reduce the volume of formulations that are then
administered, thereby limiting potential toxic effects. It is important to limit the injected volume, to
avoid side effects and the immune response, and to facilitate the readministration of the formulations.
Different comparisons were performed. Indeed, when KLN47, was compared with FL1A (FL cyanine
5 mol %), we observed a diminution in particle size and zeta potential. Considering the highly
concentrated solutions, KLN47;, compared with FL1B and KLN47, with FL1C showed a reduction of
the zeta potential as well as a decrease of the particles’ size. In the end, adding such fluorescent lipid
to KLN47 liposomal formulations appeared to slightly affect the chemical properties of the particle.
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Figure 1. Chemical Structures of lipophosphoramidate KLN47 and fluorescent lipids.
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Table 1. Chemical characteristics of fluorescent cationic lipids.

Formulations Size (nm) PolyIndex ¢ Potential (mV)
KLN47,—1.5 mM, 1.3 mg/mL 2209 - +60.2
FL1A: KLN47,—1.5 mM + FL Cyanine 5 mol % 189 - +44.0
FL2A: KLN47;—1.5 mM + FL NBD 5 mol % 167.5 0.561 +53.1
FL2B: KLN47,—1.5 mM + FL NBD 10 mol % 205.0 0.418 +43.0
FL3A: KLN47,—1.5 mM + FL Naphtalimide 5 mol % 353.0 0.668 +50.5
FL3B: KLN47,—1.5 mM + FL Naphthalimide 10 mol % 354.8 0477 +56.2
KLN47;,—11.5 mM, 10 mg,/mL 234.8 0.560 +58.4
FL1B: KLN47,—11.5 mM + FL Cyanine 5 mol % 1414 0.714 +48.1
KLN47.—23 mM, 20 mg/ml_. 286.8 0.792 +65.9
FL1C: KLN47.—23 mM + FL Cyanine 5 mol % 164.5 0.474 +54.4

2.2. In Vitro Evaluation

2.2.1. DNA Condensation Ability

Electrophoresis migration assays on agarose gel were achieved for each lipoplex at different
charge ratios (CRs), respectively 1, 2, 4 and 8. This allowed the evaluation of the ability of all the
formulations to condense and protect the plasmid DNA. As mentioned above, some complexes were
designed for in vitro experiments such as KLN47,, FL1A, FL2A, FL2B, FL3A and FL3B while the most
concentrated, such as KLN47,,, KLN47,, FL1B and FL1C were formulated for in vivo assays. First,
ethidium bromide exclusion assays were performed to evaluate the ability of each formulation to
condense plasmid DNA. Indeed, upon condensation ethidium bromide was expelled from DNA,
and thus the fluorescence signal was decreased. Results showed that the different lipoplexes were
able to condense the plasmid DNA with a high efficiency. The fluorescence signal rapidly decreased
as the CR increased. To confirm the DNA condensation ability of each lipoplex, DNA retardation
assays on agarose gel electrophoresis were next performed. Electrophoresis migration results showed
that DNA condensation was partial at CR 1 and 2, and became complete at higher CRs. Globally,
agarose gel retardation results (Figure 2) revealed a full condensation of pDNA at CR = 4 whatever
the formulation. Thus, these lipids can efficiently complex as well as condense the pDNA. It is
important to note here that the DNA condensation by the fluorescent formulation was similar to that
of the KLN47. The results were in agreement with our previous reports [13,21,26]. To summarize, all
formulations had an efficient DNA condensation ability ata CR of 2 or 4. The presence of a fluorescent
particle did not affect the NA compaction properties of the formulations.

KLNAT, FLLA FL2A FL2B FL3A FL3B
CRI_CR2 CR4 CR&E DNA __CRI___CR? CR4 _CRZ CRI CR? CR4 CRE DNA CRI CR? CR4 CRE CR1 CR2 CR4 CR® CRI CR2 CR4 CRE

— et S — e = =

KLN47, FLIB

CR1 CR2 CR4 CR2  DNA CR1__ CR2 CR4 CR2

FLN4T, FLIC
CR1 CR2 CR4 CR$ DNA CR1 CR2 CR4 CRE

— — S ey

Figure 2. DNA binding ability of fluorescent compounds was evaluated in OptiMEM by mixing a
constant mass of DNA (1 ug) with different concentrations of cationic lipids corresponding to different
CRs. DNA full complexation was highlighted by the absence of DNA migration into the agarose gel,
at a given CR depending on the formulations tested.
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2.2.2. In Vitro Transfection Assays

With a view to lung gene delivery, we chose to use different cell lines (16HBE, A549 and Hel.a)
to evaluate the gene transfection efficiency of lipoplexes at different CRs (from 1 to 8). Agarose gel
electrophoresis results suggested that the optimal condition for an efficient complexation was
around CR 2 and 4. We first evaluated the reporter gene expression of the different formulations
used in comparison with controls (KLN47, Lipofectamine 2000 (LFM), and naked DNA and
untransfected cells). For lipofectamine 2000, the CRs have been calculated according to the
manufactures recommendations. A constant mass of plasmid DNA (0.25 ug) was mixed with
different concentrations of lipids (cationic lipids and lipofectamine) corresponding to the calculated
CRs, whereas, the amount of lipid (cationic lipids and lipofectamine) was constant. Secondly,
we assessed the impact of the CR and fluorescent probes on the transfection efficacy. The most
concentrated formulations (FL1B and FL1C) were not evaluated in vitro because the cells died at
such concentrations. Also, pegylated formulations were not tested in vitro, because the polyethylene
glycol (PEG) was well known to reduce significantly the transfection efficiency [39]. Indeed, PEG hid
the positive charges carried by the complexes, consequently reducing the electrostatic interactions
between the complexes and their targeted cells. PEG is used to stabilize the complex in vivo and
thereby reduce their early elimination. The efficient transfer of the gene of interest is ensured through
cationic lipids. Regarding the transfection results represented in Figure 3, whatever the cell line, all
formulations exhibited higher luciferase expression levels than the lipofectamine and naked pDNA.
The fluorescent lipoplexes showed a transfection efficiency of the same magnitude when compared
with KLN47 based complexes. The optimal transfection ability was obtained with a CR of 2, for all
cell lines. These results were correlated to the pDNA retardation assays. The transfection efficiency
was cell line dependent, and strongly decreased at CR = 8. For in vitro transfection efficiency and
cytotoxicity, an ANOVA test was performed to evaluate the difference between formulations. All
fluorescent compounds were compared to the lipophosphoramidate KLN47a used as a standard.
Results showed that, concerning A549 cells, all formulations were effective for gene delivery at a
CR of 2, with no significant difference with the KLN47a, except for FL3A (CR1) and FL3B (CR8). For
HelLa cells, three compounds (FL2A, FL3A and FL3B) appears to be more effective than KLN47a, at
CR=4. FL2A was also more effective at a CR of 2 to transfect HelLa cells. Concerning 16HBE cells, two
compounds (FL3A and FL3B) were identified as the most efficient carriers at a CR = 4. All together,
these results indicated that the incorporation of these fluorescent compounds to lipophosphoramidate
did not impact the transfection properties of the resulting KLN47-based formulations.
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Figure 3. [n vitro gene transfection efficiency of different formulations (CR ranging from one to eight)
into cell lines A549, HeLa and 16HBE. The transfection procedure was performed as described in the
experimental section. The luciferase expression was measured 48 hours after deposition of lipoplexes
onto the cells. Results were expressed as Relative Light Units (RLU)/mg of total proteins obtained
with each formulation, reflecting their transfection abilities as the mean + SD of three wells. Asterisk
(*) indicates the significance difference of gene transfection efficiency between different formulations,
as determined by an ANOVA test: * p < 0.05.

2.2.3. In Vitro Cytotoxicity

In parallel, cytotoxic effects induced by lipoplexes were also evaluated, through measurements
of adenylate kinase (AK) released into the culture medium. The presence of this enzyme in the
medium was an indicator of rapid membrane injury, revealing an early cytotoxicity. As showed
in Figure 4, in comparison with untreated cells, no or slight cytotoxic effect was induced by the
different lipoplexes. This early cellular toxicity appeared to be CR dependent. However, the basal
AK intracellular concentration was specific to each cell type and the comparison between cell lines
cannot be performed using this method. Globally, the comparison between the reference and the
fluorescent based-lipoplexes revealed no additional toxicity and highlighted a high tolerance of the
various formulations, except for few formulations. An ANOVA test was performed to compare the
different formulations. Globally, at a low CR, all formulations were not toxic whatever the cell line.
Indeed, the new fluorescents compounds presented a rate of adenylate kinase similar to that obtained
with untreated cells. At high CRs (CR = 8) some toxic side effects were reported. The cytotoxicity was
then dose-dependent. In A549, no toxic effect was reported in comparison with KLN47a. Concerning
HelLa cells, at CR = 4, FL2A, FL3A and FL3B were slightly more toxic than KLN47a. It is also reported
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that FL2A was a bit toxic for 16 HBE cells at a CR of 4 in comparison with a KLN47a. This low toxicity
could be partially due to the presence of the fluorescent dyes into the liposomal solution.
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Figure 4. In vitro cytotoxicity evaluation of the different formulations into the three cell lines: A549,
16HBE and HeLa. The early cytotoxicity assessment was performed as described in experimental
section, as specified by the manufacturer. The results were expressed as RLU obtained with each
formulation, reflecting their cytotoxic effects as the mean + SD of 3 wells. Asterisk (*) indicates the
significance difference of gene transfection efficiency between different formulations, as determined
by an ANOVA test: * p < 0.05.

2.3. In Vivo Experiments

2.3.1. In Vivo Biodistribution

Considering in vivo biodistribution studies, we selected the FL1C formulation, containing high
concentrated KLN47 thereby limiting the injected volume, and the cyanine dye for its compatibility
with the in vivo imaging [40]. As previously shown, this formulation presented some interesting
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biophysical characteristics in terms of size (164.5 nm) and potential zeta (+54 mV). To overcome the
autofluorescence of bristles, we decided to work with nude mice fed with chlorophyll-free granules.
We administered the FL1C based complexes via the systemic route (mouse tail vein), and we used
in vivo biofluorescence and bioluminescence imaging, to localize, detect and quantify the transgene
(luciferase) expression. Four conditions were tested (liposomes, liposomes + DSPE-PEGaqqqg,
lipoplexes, and lipoplexes + DSPE-PEGyqgg), with four mice per condition. BFI was performed at
1, 3, 5 and 24 h after systemic administration, in different positions for a better identification of the
fluorescent sites. As mentioned above, the intensity of the fluorescence is dependent on the animal
side in front of the CCD (Charged Coupled Device) camera. As the anchorage of PEG chains is known
to enhance the in vivo circulation time of the complexes in the bloodstream [41,42], we chose to include
DSPE-PEGygg at a ratio of (DSPE-PEGzpp0/pDNA) of (1:1) in some formulations.

One hour after injection, a significant fluorescence signal was measured, as shown in Figure 5A,
B. Whatever the position of the animal and during the 24 hours post-injection for a given formulation,
the fluorescence intensity was in the same order of magnitude (Figure 5A). Mice receiving liposomes
and lipoplexes stabilized with DSPE-PEG;yp showed a higher fluorescent signal than mice receiving
unpegylated liposomes or lipoplexes (p value < 0.05) (Figure 5). This difference between pegylated
and unpegylated complexes was significant whatever the position of animal or the acquisition time.
This signal remained stable and detectable in all organs at 1, 3, and 5 hours, and tended towards a
decrease at 24 h (Figure 5A,B). According to Figure 5B that illustrated the whole of observations, at
1 h, the signal was localized in the whole of mice principally in the sites corresponding to the lungs,
heart, liver, spleen, kidneys and urinary system. At three and five hours post administration, the
fluorescent signal was concentrated in the liver, kidneys and urinary tract. At 24 h post injection
whatever the formulation, the fluorescent signal was principally detected in the kidneys and urinary
system (Figure 5B). Considering the FL1C + DSPE-PEGyy/pGM144 particles, they were rapidly
accumulated in the lungs, spleen, and liver. This accretion was maintained all along the experiment.
Mice receiving FL1C/pGM144 showed approximately similar but lower fluorescent intensity than
those with FLIC + DSPE-PEG;qg0/pGM144. The biodistribution results of pegylated liposomes
and lipoplexes indicated a higher bioavailability in comparison with the unpegylated equivalent
formulations. Additionally, pegylated liposomes tended to an increased systemic circulation time
compared to the lipoplexes containing PEG. As expected, the surface coating with DSPE-PEGsqg0
chains promoted the bioavailability of complexes in the blood circulation [41-43]. Additionally, PEG
modifications prevented complexes’ aggregation, improving the stability of the formulations. Indeed,
it was previously reported that pegylated complexes remained intact in the bloodstream up to three
days compared to the unpegylated carriers [43]. Hydrophilic chains of PEG could avoid adsorption
of the plasma proteins with the complexes by dysopsonization, limiting their degradation [37,43,44].
The PEG density on the surface of the complexes, as well as the PEG chains lengths constituted some
important parameters that significantly impacted the surface properties of the particles, preventing
the phagocytosis and leading to different distribution profiles [42,44,45]. The differences observed
in term of fluorescence distribution after IV administration were the result of several effects, such
as localization of dye into the nanocomplexes, dissociation kinetics of the complexes in the media
and affinity between dyes and plasma proteins [46]. The gradual decrease of fluorescent signal was
due to the elimination of the tagged compounds. Here the principal organs of elimination were the
urinary tract (Figure 5B). We noticed that such fluorescent formulations were mainly eliminated after
IV administration via the kidneys and not through the bilirubin pathway.
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Figure 5. FL1C-based liposomes and lipoplexes biodistribution at different times (1, 3, 5 and 24 h).
FL1C, FL1C + DSPE-PEGz000, FL1C/pGM144 and FL1C + DSPE-PEG2000 / pGM144 were administered
intravenously in nude mice (n = 4). BFI measurements and BFI images were taken in different

positions (A,B); left lateral view (a), right lateral view (b), ventral view (c) and dorsal view (d) using
the Nightowl I system (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) to localize all fluorescent
organs, and global fluorescence intensity of FL1C-based complexes (i1 = 4) were compared (A). As an
illustration, one mouse per experiment was represented in the different positions (B). In panel (C) was
represented a schematic localization of several organs in each projection employed to clearly identify
organs involved. Results were represented as photon/pixel/second reflecting the fluorescence
intensity as the mean + SD of four mice (* p < 0.05). The sensitivity scale of the software Winlight
32 was blocked to allow the comparison of the profiles.

2.3.2. In Vivo Bioluminescence Imaging

The luciferase reporter gene expression was measured by BLI 24h post injection for both
lipoplexes. BLI was a simple and sensitive imaging technique that permitted the monitoring of
luciferase expression in real time in living animals. Contrary to BFI, BLI did not require any
excitation light. This technique allowed the determination of whether the targeted cells were
transfected or not [4]. The bioluminescent images (Figure 6A) clearly showed a luciferase expression
into the lungs, for pegylated and unpegylated fluorescent lipoplexes. This observation confirmed
that the addition of fluorescent molecules into the lipophosphoramidate-based formulations did
not affect their transfection properties. The transgene was predominantly expressed in the lungs,
whereas a part of the injected complexes was also trapped in the liver and the spleen [47-49].
This was in agreement with the BFI observations presented above. In fact, the largest particles
remained definitively blocked in the pulmonary microcirculation [50], and through a micro embolism
phenomenon, induced the passage from vessels to epithelial cells [51]. However, a slight luciferase
activity was also detected in the liver, probably due to the complexes trapped in this organ (Figure 5B).
It was also probable that lipoplexes aggregates contained some very small particles able to escape
from the lung microcirculation and passively reach other organs such as liver or spleen. The
transfection efficiency of fluorescent lipophosphoramidate KLN47-based formulations was similar
to that previously obtained by Le Gall ef al. [13]. This means that addition of fluorescent dyes to
lipophosphoramidate KLN47 did not affect its transfection properties. Quantification of luciferase
expression at 24 h after injection showed a mean expression of 2.5 x 10° + 1.01 x 10° photon/second
for lipoplexes containing DSPE-PEGypng and 4.22 x 10° + 7.13 x 10* photon/second for unpegylated
formulations (Figure 6B) . Statistically, no significant difference (p = 0.09) was reported between both
conditions (pegylated and unpegylated complexes). Indeed, it was previously demonstrated that
the leakage rate of drugs from pegylated complexes was more rapid than that from unpegylated
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particles, which resulted in similar effects for both preparations [50]. The luciferase activity in lung
tissue homogenates was very similar between pegylated and unpegylated formulations (data not
shown). Thus, imaging with BLI and BFI were complementary. Indeed, BFI results informed about
complex distribution, while the BLI data informed about the success of the transfection and the final
transgene expression. However, we observed that while complexes could be located in an organ (BFI
data), their physicochemical parameters, such as pegylation, and the nature of the tissue they were
located in, could limit transfection capacities (BLI data). These observations were in agreement with
previous reports established with other techniques [33,34].
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Figure 6. In vivo localization of luciferase (lic) expression reported at 24 h after intravenous delivery of
FL1C-based lipoplexes (A); and Bioluminescence quantification (B). The acquisition of luminescence
images was performed as described in experimental part, using the Nightowl Il imaging system
(Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany). Data were expressed as photon/second reflecting
the transfection efficiency of the different lipoplexes as mean + SD (n = 3).

2.3.3. Biofluorescence Imaging in Isolated Organs

Twenty-four hours after the administration of the complexes, the animals were sacrificed by
cervical dislocation and all their organs were collected for analysis. Fluorescent images in isolated
organs were acquired as described in experimental section. Results showed clearly (Figure 7) that
all organs were fluorescent at 24 h, principally the lungs and the liver (Figure 7). Mice receiving
pegylated liposomes and lipoplexes showed a fluorescence accumulation principally in the lungs,
the liver and to a lesser extent in the spleen. Indeed, complexes stabilized with DSPE-PEGag00
accumulated principally in the lungs (Figure 7) leading to risk of pulmonary embolism. In fact,
particles presenting a larger size remained definitively blocked at alveolar capillaries. While the
unpegylated complexes were essentially localized in the liver leading to their rapid elimination, the
pegylation allowed escape from the first hepatic metabolism, prolonging the time that the particles
resided in the blood circulation. These findings were confirmed by BFI images of isolated organs
(Figure 7). ANOVA tests were performed to test the hypothesis of an existing difference between
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pegylated and unpegylated complexes. Results indicate that pegylated lipoplexes accumulated
significantly in the lungs (p < 0.05). While the unpegylated lipoplexes were principally localized
in the liver. In fact, the pulmonary system of humans and animals is composed of thin capillaries
with a diameter ranging from 2 to 13 um. Thus, only the particles having a diameter less than
3 um pass through the pulmonary microcirculation to be distributed to other tissues. Those with
a larger diameter remain permanently blocked at pulmonary level, thereby generating a risk of
pulmonary embolism. This lung accumulation leads to a predominantly pulmonary transgene
expression. Indeed, upon systemic administration, a large portion of the injected particles was
trapped in the liver due to the liver first-pass metabolism leading to reduced bioavailability in
the blood circulation. When the complexes were pegylated, they escaped to the hepatic first-pass
metabolism. Consequently, their residence time and bicavailability in the bloodstream were
prolonged. Concerning the unpegylated liposomes they were principally accumulated in the heart in
comparison with the liposomes containing PEG (Figure 7). Gjetting ef al. have reported that addition
of 10% PEG to lipoplexes caused a reduced retention in heart tissues of nude mice in comparison
with unpegylated lipoplexes [39]. These observations were in accordance with our previous BFI
imaging (Figure 5A,B), and confirmed the benefit of pegylation to enhance the in vivo bioavailability
of complexes [30,42,44].
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Figure 7. Biofluorescence of FL1C-based liposomes and lipoplexes from isolated organs after
the systemic administration. Twenty-four hours post injection, mice were sacrificed by cervical
dislocation and organs were collected for analysis. Fluorescence intensity was measured in
different organs (lungs, liver, spleen, heart, intestines and kidneys). Results were expressed in
photon/pixel/second obtained with each formulation reflecting the fluorescence intensity on different
organs as mean + SD (n = 4). * p <0.05.
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2.3.4. In Vivo Hepatotoxicity

To assess the physiological impact of complexes, blood samples were collected at different
times after administration (from 1 to 96 h). Then, the liver injury was evaluated through the
measurements of hepatic enzymes (AST: aspartate transaminase and ALT: alanine transaminase)
from mice serum. Results were expressed as International Units per Liter (IU/L). As shown in
Figure 8, systemic administration of FL1C + DSPE-PEGgqgp-based lipoplexes resulted in a rapid but
transient increase in the transaminase activities a few hours after injection, reaching a peak at 24 h.
Transaminases recovered their reference values 72 h after injection. Thus, systemic administration
of pegylated fluorescent lipoplexes resulted in a transient liver toxicity. This transient hepatotoxicity
was largely reported in the literature [21,26,27,52-56]. The AST/ALT transitory increase obtained
with FL1C + DSPE-PEGyg/pGM144 was similar to AST/ALT profile obtained with unpegylated
formulations [26]. In this previous study, our histological data reported that unpegylated lipoplexes
confirm the induced hepatotoxicity profile [26]. The same hepatotoxicity profile was also obtained
with many other DNA nanocarriers after systemic administration [27,37]. We assumed that the
fluorescent compounds did not induce some additional liver toxicity, because the level of AST/ALT
was very similar between both studies.

—=ALT
~=AST

l1h 3h 5h 24h  48h 72h  96h

Figure 8. Kinetic of transaminase activities AST (green lines) and ALT (red lines) at different times
following FL1C + DSPE-PEG;qgo/pGM144-based lipoplex administration. Results were based on one
mouse per time, and expressed as [U/L.

3. Experimental Section

3.1. Formulation of Fluorescent Cationic Lipids

In this study, we designed a new fluorescent-labeled lipid derivative containing a fluorescent
dye compatible with in vivo imaging. Cyanine dye, ie., Cy3 carboxylic acid, was chosen as
a fluorescent probe that possessed a carboxylic acid group which can be functionalized under
mild and efficient conditions. To ensure anchoring of the probe into the liposome and lipoplex
formulations, we synthesized a lipophosphoramidate with a primary amine group in the polar
head region. Synthesis of the cyanine probe was performed according to procedures previously
described by Simmons et al. [57]. Synthesis of the lipid anchor was achieved in one step from
di-O,0-oleylphosphite and ethylenediamine under Atherton Todd conditions as described previously
in our laboratory [19]. Thereafter, coupling of the lipid part with the cyanine dye was performed as
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peptide coupling reaction in the presence of EDC (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide
hydrochloride) as coupling reagent in a DMF (N,N-dimethylformamide)/THF (Tetrahydrofuran)
(3/2) mixture due to solubility concerns. The fluorescent-labeled lipophosphoramidate 3 was
isolated after flash column chromatography and was fully characterized by NMR and mass
spectrometry analysis.

3.1.1. General Methods

Compounds 1 and 2 were prepared from procedures previously described. Solvents were dried
with a solvent purification system MBraun-SPS (THE, CH,Cl,) or freshly distilled on appropriate
driers (DIPEA (N,N-Diisopropylethylamine) was distilled over NaOH). All compounds were fully
characterized by 'H (500.13 or 400.133 or 300.135 MHz), 3C (125.773 or 75.480 MHz) and
31P (161.970 or 121.498 MHz) NMR spectroscopy (Bruker AC 300, Avance DRX 400 and Avance
DRX 500 spectrometers). Coupling constants ] are given in Hertz. The following abbreviations
were used: s for singlet, d doublet, t triplet, q quadruplet, qt quintuplet, m for multiplet,
dd for doublet of doublets and dt for doublet of triplets. When needed, 13C heteronuclear
HMQC (Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation) and HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond
Correlation) were used to unambiguously establish molecular structures. Mass spectrometry analysis
was performed by on a Bruker Autoflex MALDI TOF-TOF III LRF200 CID (Academic RMN-RPE-SM
Facilities, UBO, Brest, France). Fluorescence measurements were conducted on a Cary Eclipse Varian
spectrophotometer. Other commercial compounds were used as received.

Synthesis of compound 1: Compound 1 was synthesized as previously described by
Meével et al. [19].

Synthesis of compound 2: Compound 2 was synthesized as previously described by
Simmons et al. [57].

Synthesis of cyanine labeled lipophosphoramidate (Scheme 1). Compound 1 (100 mg,
0.16 mmol) and phosphoramide 2 (105 mg, 0.16 mmol) were combined in a dry DMF/THF mixture
(3/2, 5 mL) under nitrogen. EDC (35 mg, 0.18 mmol) was added and the reaction was stirred at room
temperature overnight. The reaction was diluted with DCM (Dichloromethane) (30 mL), washed
with water, dried over MgSQj, filtered and concentrated. Column chromatography (DCM/MeOH
5%-10%) afforded the product as a dark blue solid (50 mg, 25% yield). TH NMR (400 MHz, CDCl3) :
5 0.89 (t, 3H), 1.21-1.35 (m, 44H), 1.54 (m, 4H), 1.58 (m, 4H), 1.68 (s, 12H), 1.78 (m, 4H), 1.97 (m, 8H),
3.14 (m, 2H), 3.38 (m, 2H), 3.69 (s, 3H), 3.93 (m, 4H), 3.97 (m, 2H), 4.57 (m, 1H), 5.29 (m, 4H), 6.32
(d, 1H, | = 14 Hz), 6.65 (d, 1H, | = 14 Hz), 7.01 (t, 1H, | = 14.0 Hz), 7.06 (d, 1H, | = 8.0 Hz), 7.17 (d,
1H, | = 8.0 Hz), 7.21-7.25 (m, 4H), 7.31-7.39 (m, 4H), 7.82 (q, 2H), 8.61 (m, 1H). 3IP NMR (400 MHz,
CDCl;) : 10.5. BC NMR (MHz, CDCl3) 14.1, 22.7, 25.2-28.1, 28.2, 29.2-32.6, 36.2, 41.2, 41.6, 44.6, 49.0,
493, 66.5, 104.1, 104.6, 110.2, 110.9, 122.1, 125.0, 125.3, 127.0, 128.7, 129.7, 130.0-130.4, 140.7, 141.1,
141.9, 142.8, 152.6, 153.2, 172.6, 174.0. HRMS (Maldi-TOF) m/z: Caled. for CzH;14N4O4P: 1106.652
[M-H]*; Found: 1105.744.
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Scheme 1. Synthesis of cyanine labeled lipophosphoramidate 3. Reagents and conditions:
i. Pyridine, 40 °C, 15 h; and ii EDC, DMF/THF, RT, 18 h; Compound 1:
0,0ioleyl-N-ethylaminophosphoramidate, 2: 2-(5-(1-(5-Carboxypentyl)-1,3-dihydro-3,3-dimethyl-
2H-indol-2-ylidene]-1,3-pentadienyl]-1,3,3-trimethyl-3H-ind olium.

3.1.2. Absorption

Five diluted solutions of the compounds were prepared by successive dilutions of a stock
solution. Absorption spectra were measured in 1-cm quartz cuvettes on a Cary 50 spectrophotometer
and corrected by the solvent background. The maximum absorption wavelength, Amax, was
determined and the absorbance at this wavelength was plotted versus the molar concentration, ¢
Absorbance values were in the range 0.05 to 0.5. A calibration line was obtained for each compound,
according to the Beer-Lambert law:

A =tmaxl C

The molar absorption coefficient at Apax, Emax, Was calculated from the slope of the calibration
line A = f (c) graph, taking I = 1 cm.

3.1.3. Fluorescence

Fluorescence measurements were done on a Cary Eclipse Varian spectrofluorimeter (Agilent
Technologies, Les Ulis, France) in 1-cm quartz cuvettes. An excitation-emission fluorescence matrix
was first recorded in order to determine the main excitation-emission zone and also to check that
only one fluorescent compound can be detected (the increment for excitation wavelength was 10
nm). Accurate excitation and emission spectra were then recorded (excitation and emission slits of
2.5 nm, slow scan) to determine excitation and emission maxima.

3.14. Liposomes

Liposomes and fluorescent liposomes were prepared following the lipid film hydration method.
Briefly, cationic lipid (KLN47) alone or with fluorescent cyanine containing lipid (5 mol %)
was dissolved in chloroform. Solvent was evaporated to dryness under vacuum at 40 °C and
the lipid thin film was further dried for 4 h. The lipid film was hydrated with sterile water
(final concentration = mM) and stored at 4 °C overnight. Several concentrations were obtained
(1.5, 11.5 and 23 mM) for in vitro and in vivo assays (Table 1). The lipid suspension was vortexed and
sonicated for 30 min and liposomes size and zeta potential were measured from an aliquot of 50 uL
after convenient dilution on a Malvern NanoZS apparatus (Malvern Instruments Ltd., Orsay, France).
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3.2. In Vitro Experiments

3.2.1. Plasmid DNA

The plasmid pGM144 (3.7 Kb) kindly provided from UK Cystic Fibrosis Gene Therapy
Consortium (London, UK), encodes for the firefly luciferase protein under the control of the human
1 « elongation factor (hCEF1 «) promoter associated with the human CMV enhancer, and a
CpG-free form of the replication origin R6K. This plasmid is entirely CpG-free in order to remove
or reduce the inflammatory response associated to the C=G dinucleotides presence [28,29]. After
amplification in Escherichia coli GT115 strain, the plasmids were extracted and purified using the
endotoxin-free plasmid DNA (pDNA) purification kits (Macherey Nagel, Hoerdt, France) following
the manufacturer’s instructions. The DNA concentration was determined by spectrophotometry at
260 nm (Hitachi-Sciences & Technologies, Berkshire, UK). Only plasmids with an Apgg/Asgp ratio
between 1.8 and 2 were used. The identity of the plasmid was confirmed by different enzymatic
digestions followed by migration on 0.8% agarose gel.

3.2.2. DNA Condensation Ability

Before the evaluation of the transfection efficiency, the ability of the synthetic vectors to complex
pDNA was checked. This allowed the determination of the CR for which the NA was totally
complexed. CR was defined as the number of positive charges carried by the cationic lipid relative
to the number of negative charges carried by the DNA phosphates. With this goal, 1 pg of plasmid
was mixed with corresponding cationic lipid to obtain CRs ranging from 1 to 8. All the formulations
whatever their concentration, were evaluated. The complexes were prepared either in OptiMEM
(Gibeo, Villebon sur Yvette, France) for in vitro assays or in 0.9% NaCl for in vivo applications. The
mixture was incubated for 1 hour at room temperature (RT). Then, 10 pL of each complex was
deposited on 0.8% agarose gel. DNA retardation was assessed by electrophoresis (100 V, 90 mA
during 30 min). The gel was stained with ethidium bromide (10 mg/mL) and visualized on UV
transilluminator (Fischer Bioblock, Illkirch-Graffenstaden, France).

3.2.3. In Vitro Transfection Assays

Preliminary tests were performed in vitro in order to evaluate the impact of the fluorescent probes
on the KLN47-lipophosphoramidate formulations in term of transfection and toxicological impacts.

Cell Lines

In vitro assays were conducted on different epithelial cell lines: 16HBE (Human Bronchial
Epithelial Cells), A549 (Adenocarcinoma Human Alveolar Basal Epithelial Cells CCL No. 2) and
HelLa (Human Cervical Carcinoma CCL No. 185). A549 and Hela cells were obtained from
American-Type culture collection (Rockville, MD, USA). Considering the non-cancerous human
bronchial epithelial cell line (16HBE), it was kindly provided by Dieter Gruenert (University of
San Francisco, CA, USA) They were grown in EMEM (16HBE), or DMEM (A549 and Hela),
supplemented with 10% bovine fetal serum, 1% antibiotic and 1% L-Glutamine, in a humidified
incubator with 5% CO; at 37 °C.

Transfection Procedure

Cells were seeded 24 h before transfection onto a 96-well plate, at a density of 25,000 cells per
well, in 200 pL of their specific medium and incubated overnight in a humidified incubator with
5% CO, at 37 °C. Each condition was tested in triplicate. Transfection was performed as following
described. Various lipoplexes characterized by several CRs (1 to 8) were prepared with a constant
amount of DNA plasmid (0.25 pg) in OptiMEM medium (Gibco). Naked pDNA, untransfected cells
and the commercial Lipofectamine 2000 (LEM, Invitrogen, Saint Aubin, France) were used as controls.
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After 1 h of incubation at RT, 30 pL of each lipoplex was added to the corresponding well. The plates
were then incubated for 48 h until revelation.

Reporter Gene Expression

Forty-eight hours after transfection, cells were assayed for reporter gene expression using a
chemiluminescent assay. After removing culture medium, 50 uL of 0.5X Passive Lysis Buffer (PLB,
Promega, Charbonnigres-les-Bains, France) were deposited in each well, and the plates were frozen
at —20 °C. Then, plates were thawed at RT. After thawing, 25 uL was taken from each well, and
transferred to a white 96-well plate. The luciferase activity in the supernatant was quantified
using a luminometer (MLX® Microtiter Plate Luminometer-Dynex, Guyancourt, Paris, France). The
25 L remaining in the starting plate was used to determine the protein concentration, using the
photometric method with bicinchoninic acid (BCA protein assay reagent kit, Interchim, Montlugon,
France). In parallel, a standard range of Bovine Serum Albumin (BSA, Interchim, Montlugon, France)
was performed to associate each absorbance value measured with a protein concentration. Two
hundred uL of reconstituted reagent was added to each well, and then the plates were incubated
at 37 °C for 30 min. The protein concentration in each well was then measured at 540 nm
(spectrophotometer ELx808™, BioTek Instruments, Fisher Scientific, Illkirch, France). The data were
expressed as RLU per mg of total protein (RLU/mg of total proteins).

Cytotoxicity Assessment

Evaluation of cytotoxicity was performed using the Toxilight Bioassay kit (Lonza, Verviers,
Belgique). This kit was based on the activity of AK that was normally present exclusively in the
cytoplasm. Cell membrane alterations resulted in the release of AK enzyme in the culture medium,
revealing the cytotoxicity induced by the formulations. Two hours after the deposit of complexes onto
the cells, 20 uL of supernatant was collected per well, to estimate the early cytotoxicity. This assay
was carried out, as specified by the manufacturer, and the results were expressed as RLU. The RLU
were conversely proportional to the intensity of damages induced to the cells. Untransfected cells
were used to evaluate the AK standard level and were considered as the reference in term of toxicity.

3.3. In Vivo Experiments

3.3.1. In Vive Systemic Administration

In vivo biodistribution assays were conducted with female NMRI nude mice of 6 weeks
(JANVIER Rodent research models & associated services LABS, Saint Berthevin, France). This
project was approved by the ethic committee of Finistére No: 74 and registered under the reference
00567.01., from 26 May 2014 to 21 July 2014. High concentrated FLIC formulation was used for
in vivo applications. Such formulation permitted to inject a low volume of compounds. Mice were
housed and maintained at the university animal facility; they were processed in accordance with the
Laboratory Animal Care Guidelines and with the agreement of the regional veterinary service. It was
previously demonstrated that CR = 4 was generally efficient both in in vitro and in vivo assays [13,26].
Then, appropriate quantities of pGM144 and FL1C were mixed and 200 pL was injected to each mouse
at CR of 4 containing 50 pug of pDNA, in presence or absence of DSPE-PEG,qq (Avanti® Polar Lipids,
Inc. COGER, Paris, France). We used DSPE-PEGaqgp in order to protect and to enhance the circulation
time of complexes [42]. FL1C based lipoplexes or liposomes + DSPE-PEGyqgy were prepared in 0.9%
NaCl for in vivo assays. After 1 hour of incubation at RT, 200 uL of complexes was injected via the tail
vein to each mouse.

3.3.2. In Vivo Biofluorescence Imaging

Non-invasive BFI was performed successively at 1, 3, 5 and 24 h post injection, using the
BFI system of the Nightowl II (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany). This system was
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equipped with a cooled, slow-scan CCD camera and driven with the Winlight32 software (Berthold
Technologies, Bad Wildbad, Germany). Considering the fluorescent characteristics of cyanine, we
selected the 630 nm excitation and 655 nm emission filters. BFI images were taken onto different
positions to obtain general view of fluorescence distribution.

The animals were previously anesthetized with a 4% air-isoflurane blend. They were maintained
anesthetized with a 2% air-isoflurane mixture all along the acquisition, in the acquisition chamber
(Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany). The fluorescent acquisition time was 1 second and
the fluorescent signal was then overlaid on a picture of corresponding mouse. Results were expressed
as photon/pixel/second.

3.3.3. In Vivo Bioluminescence Imaging

In order to evaluate the transfection efficiency of the fluorescent cationic lipid, non-invasive
BLI was performed 24 h post-injection of lipoplexes, using the luc reporter gene system. First, mice
received by intraperitonial injection 200 uL of luciferin (20 mg/mL in 20 mM Hepes buffer; Luciferins,
FluoProbesR, Interchim, Montlugon, France). Then, they were anesthetized as previously described.
Luminescence images were performed using the Nightowl I imaging system (Berthold Technologies,
Bad Wildbad, Germany) associated with the WinLight 32 software (Berthold Technologies, Bad
Wildbad, Germany), with a binning of 8 x 8 and an exposure time of 4 min. Luminescence images
were then overlaid onto images of each corresponding mouse. The luminescence intensities were
quantified as photon/second.

3.3.4. Biofluorescence Imaging in Isolated Organs

Twenty-four hours after complex administration, the animals were sacrificed by cervical
dislocation and all their organs were collected for fluorescence analysis. Fluorescent images in
isolated organs were acquired as previously described for the whole animal, and results were
presented in photon/pixel/second.

3.3.5. In vieo Hepatotoxicity Assessment

To assess the physiological impact of administered complexes, blood samples were collected
from each mouse at different times post administration (from 1 to 96 h). Around 100 to 200 uL were
collected from the saphenous vein of treated mice on a heparin tube. Then, tubes were centrifuged
at 10,000 g for 2 min at 4 °C and blood plasma were collected to measure ALT and AST levels, using
a commercial kit (Elitech, Puteaux, France) and according to the provider recommendations. This
method was based on the absorbance kinetic at 340 nm corresponding to the oxidation of NADH
into NAD when transaminases were in contact with their substrates. Results were expressed as
International Units per Liter (IU/L).

3.4. Statistical Test

The Student t-Test and ANOVA test were used to statistically compare the transfection efficiency
of pegylated and unpegylated complexes. A p value of less than 0.05 was considered significant.

4. Conclusion

The study presented here explored the biodistribution profiles of new lipidic fluorescent
complexes following IV administration in nude mice. Data showed that labelling
lipophosphoramidates with fluorescent probes did not affect their properties in terms of gene
delivery ability and tolerance. Results highlighted the potential of these molecules as tracers of
lipophosphoramidate-based liposomes or lipoplexes to investigate in situ biodistribution of the
particles as well as cell trafficking. This work demonstrated also the duality of the pegylation,
providing a high bioavailability, but limiting transfection capacity. Such multimodular synthetic
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systems could be used to guide the formulation of complexes and some new fluorescent compounds
will be explored in the near future [35] using FRET (Forster Resonance Energy Transfer) activity.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at http:/ /www.mdpi.com /1422-0067 /16 /
11/25941/s1.
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DIPEA: N,N-Diisopropylethylamine; DMF: N,N-dimethylformamide; DSPE-PEGygo: 1,2-Distearoyl
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2 Evaluation de nouveaux lipophosphoramidates comportant chaines lipidiques

différentes pour le transfert de genes

Au cours de sa these, Stéphanie Le Corre (équipe « phosphore et vectorisation », CNRS
UMR 6521) a synthétisé de nouveaux composés asymétriques c'est-a-dire avec une partie
hydrophobe comportant deux chaines lipidiques différentes dans le but d’évaluer I’impact de
la présence de deux chaines lipidiques différentes sur les propriétés physicochimiques et
transfectantes des vecteurs. Il s’agissait également d’optimiser les procédés de formulations,
en comparaison avec les lipides symétriques (partie hydrophobe : deux chaines lipidiques
identiques). La nature du domaine hydrophobe a un réle important dans I’organisation
supramoléculaire des objets formés. Par conséquent, 1’incorporation de deux chaines grasses
différentes, 1’'une facilitant la formulation des composés (ex. chaine oléyle), et 1’autre
favorisant 1’organisation supramoléculaire en phase hexagonale inverse (ex. chaine phytanyle)
est une approche intéressante pour 1’optimisation de vecteurs synthétiques. Pour cela, une
série de composés (symétriques et non-symétriques) incorporant soit des chaines grasses
saturées (C12 :0, C14 :0, C18 :0), soit des chaines lipidiques avec insaturations (ex. chaines
oléyles), soit des chaines ramifiées (chaines phytanyles), et/ou un motif cholestérol ont été
synthétisés. Les nouveaux composés (symétriques et non-symétriques) ont une taille
relativement petite et un potentiel zéta positif. L’évaluation sur modeles cellulaires montre
que les formulations (symétriques et asymétriques) sont efficaces par rapport a la
lipofectamine sur les lignées transfectées, mais ne nous a pas permis de conclure quant a la
supériorité de I’efficacité de transfection des lipides non-symétriques par rapport aux lipides
symétriques. En revanche, ces résultats nous ont permis d’identifier deux
lipophosphoramidates non-symétriques prometteurs pour le transfert de génes qui sont le
composé 4 (une chaine oléyle et une chaine phytanyle) et le composé 6 (une chaine lauryle et
une chaine phytanyle). En effet, en plus d’étre trés efficaces sur les lignées cellulaires testées,
leur formulation sous forme de liposomes est relativement simple par rapport au composé 20
comportant deux chaines phytanyles. Le temps d’hydratation des composés 4 et 6 est d’une
nuit au lieu de sept jours pour le composé 20. Ces vecteurs seront testés in vivo
prochainement, afin comparer leurs capacités a transfecter les cellules épithéliales
pulmonaires avec celle du BSVI18 (deux chaines phytanyles) évalué précédemment dans

1I’équipe.
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Cationic lipids constitute a family of synthetic vectors commonly used for nucleic acids delivery. We
herein report the results of a systematic study that aimed to compare the transfection efficacies of cat-
ionic lipophosphoramidates possessing either two identical lipid chains (termed symmetric cationic lipids)
or two different lipid chains (non-symmetric cationic lipids). In addition, we also compared the transfec-
tion results of such a 'molecular approach’ (the two different lipid chains being included in the same
molecule) with those of a 'supramolecular approach’ in which two types of symmetrical cationic lipids
were mixed in one liposomal formulation. Thus, the present work allowed us first to optimize the
methods used to synthesize non-symmetric cationic lipophosphoramidates. In addition, we could also
identify two non-symmetric cationic lipids exhibiting high transfection efficiencies with a series of mam-
malian cell lines, both vectors being characterized by a single phytanyl chain and either an oley! or a lauryl
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Introduction

Cationic lipids constitute a family of vectors for nucleic acid
delivery that have been widely studied since the pioneering
work of Felgner,' Behr” and Wu.” This class of vectors presents
the uniqueness, when compared to viral or polymer-based
vectors, to possess a fully defined structure at its molecular
level. Moreover, fine-tuning of the physico-chemical properties
of the supramolecular aggregates resulting from the self-
assembly of a liposomal solution and plasmid DNA (pDNA)
can be achieved by the incorporation of a helper lipid.* Many
structural modifications were performed to produce such new
synthetic vectors with either an original polar head, a new
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hydrophobic domain or a reactive functional group that
renders these vectors sensitive to different stimuli (pH,® red/
ox,® enzyme,” light,” and ultrasound?). All these studies led to
the conclusion that the hydrophobic domain'® and the cat-
ionic polar head group'' constitute two important structural
features that have an impact on both in vitro and in vivo trans-
fection efficiency. As regards the lipid part, we have previously
reported the high in vive transfection efficacies of vectors
belonging to a class of bic-inspired cationie lipids (lipophos-
phoramidates)'” and characterized by polyunsaturated lipid
chains.'® Moreover, the use of phytanyl chains (methylated
alkyl chains) improved even further these results.'* The pres-
ence of two phytanyl chains likely explains these interesting
results. Indeed, such a vector adopts a non-lamellar supramo-
lecular organisation according to *'P NMR studies. In all those
recent studies and in many others recently reviewed,'” the cat-
ionic lipids are composed of a hydrophobic domain consisting
of two identical lipid chains (this type of structure will be
identified herein as a ‘symmetric cationic lipid’ in opposition
to cationic lipids with two different lipid chains termed ‘non-
symmetric cationic lipids’); this may actually be explained by
chemical synthesis reasons (symmetric lipid derivatives being
indeed easier to produce than non-symmetric ones as their
synthesis usually involves protection/deprotection steps'®).
It has however been reported that non-symmetric cationic
lipids can have remarkable efficacies in in vitro'® and in vivo
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Fig. 1 Chemical structures of non-symmetrical cationic lipids
(EC18C10PC, SAINT-8, MLRI) and structure of the targeting non-sym-
metrical lipophosphoramidates.

transfection assays.'”” An example is the cationic lipid MLRI
(a glycerolipid with a non-symmetric lipid domain - C12:0
and C14:0 - Fig. 1)."® It should however be stressed here
that the comparison of the transfection efficacies of symmetric
and non-symmetric cationic lipids is an issue only rarely
addressed in previous studies. Furthermore, the few
studies addressing this point led to somewhat contradictory
conclusions. For instance, by using a series of cationic lipids
characterized by a cyclic ammonium polar head, Chaudhuri
et al. could not reach a firm conclusion, as, depending on
the experimental parameters, the best vector was either the
symmetric or the non-symmetric cationic lipid.‘g Interestingly,
Woude et al., who were the first to compare the influence
of non-symmetrical lipid chains on gene transfection
activity, have reported that the cationic lipid Saint-8 (a pyridi-
nium derivative possessing an oleyl - C18:1- and a stearyl -
C18:0 - lipid chain - Fig. 1) was more efficient than its bis-
stearyl derivative but less efficient than its bis-oleyl analogue
(in vitro assays).*® Springer et al. have shown that a cationic
lipid with a C12:0 and a C14:0 lipid chain was more efficient
than the corresponding symmetric cationic lipids.?' MacDonald
et al. who compared several symmetric and non-symmetric
cationic phosphoglycero lipids (formulated with DOPE)
found that the highest transfection activity was observed with
a symmetric cationic lipid.** Finally, Nantz et al. have shown
that the non-symmetric cationic lipid MLRI was more efficient
than the symmetric cationic lipid tested (in vivo assays).”* All
those contradictory results strongly invited us to further inves-
tigate this question in a manner permitting us to evaluate
more systematically the use of non-symmetric cationic lipids
for gene transfection. Thus, in the present study, we report the
synthesis of non-symmetric cationic lipophosphoramidates in
which the lipid chains exhibit different features: saturated,
unsaturated or branched alkyl chains. Moreover, the inclusion
of a cholesteryl unit was also considered since it may be an
interesting lipid domain as suggested by biological results.**
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For obvious comparative purposes, the corresponding sym-
metric phosphoramidates were also synthesized and studied.
In the present work, we also investigated the influence of the
lipid domain (symmetric versus non-symmetric) on gene trans-
fection activity not only at the molecular level (the presence of
two different chains in the structure of a given cationic lipid)
but also at the supramolecular level (a mixture of two sym-
metric cationic lipids). Finally, it is noteworthy that the ‘mole-
cular approach’ required first to develop a robust synthetic
method to produce non-symmetric cationic lipids. Moreover,
we also aimed to develop a synthetic pathway allowing the pro-
duction of large quantities of materials (>1 g} since large-scale
production is an important issue when considering in vivo
transfection experiments.

Results and discussion

In our previous work we have reported the synthesis of sym-
metric cationic lipophosphonates and lipophosphoramidates
and their use in gene delivery. These bio-inspired phospho-
lipids*® were synthesised by following versatile procedures
allowing different structural modifications, including the
modification of the nature of the lipid chains,'* the phos-
phorus functional group®® and the structure of the cationic
polar headgroup.“ However, we have never studied so far the
synthesis and use of cationic lipophosphoramidates bearing
two different lipid chains, although that previous work had
indicated that other non-symmetric cationic lipids could
exhibit high transfection efficacies.”®2%** In addition, our
goal was not only to identify novel efficient transfection
agents, but we also wondered whether replacing a phytanyl
chain by another lipid alkyl chain might facilitate the prepa-
ration of liposomal solutions while keeping the very high
transfection efficiency observed with the bis-phytanyl phos-
phoramidate BSV18 (whose formulation as a liposomal solu-
tion was found to be quite difficult).’

The synthesis of non-symmetric cationic lipophosphor-
amidates was first attempted following the synthetic scheme
previously reported for the synthesis of symmetric lipophos-
phoramidates.'® This approach required first the preparation
of a dialkylphosphite bearing, in the present case, two
different alkyl chains. For this purpose, a transesterification
reaction involving diphenylphosphite and two different lipid
alcohols (myristyl alcohol and oleyl alcohol, Fig. SI1f) was
investigated. This method, initially reported by Hoffman
et al.* for the synthesis of a non-symmetric bis lipid-phosphite,
produced in our hands the expected non-symmetric phosphite
but with a purity that never exceeded 90% (see ESI SI1f).
Modification of the temperature of the reaction media (0 °C or
20 °C) as well as regulation of the addition rate (rapid or very
slow addition rate controlled by a syringe pump) did not
improve this result.

We thus attempted a second method in order to obtain
non-symmetrical phosphites with a better purity. Here,
the first step was the mono-hydrolysis of symmetrical
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Fig. 2 Two steps sequence for the synthesis of non-symmetric-dialkyl-
phosphite from symmetric dialkylphosphite.

dilaurylphosphite with ammonium hydroxide in ethanol by
adapting a reported method (Fig. 2).”* The monoalkyl-
phosphite was obtained as a white solid after a tedious step of
concentration under vacuum (vacuum must be carefully con-
trolled to prevent bumping). Next, by adapting a reported pro-
cedure,?® this mono-alkylphosphite, isolated as a salt, was
then alkylated with oleyl alcohol via the formation of a mixed
anhydride, which was formed in situ by the addition of pivaloyl
chloride. This method produced the expected non-symmetrical
phosphite but, unfortunately, the next step (Atherton-Todd
reaction) was unsuccessful, likely because of some remaining
traces of acid derivatives. Moreover, the experimental difficul-
ties probably due to the tensioactive properties of the inter-
mediate monoalkylphosphite led us to investigate a third
synthetic strategy. For the third method (Fig. 3) POCl; was
used as a starting compound. Three successive additions of
nucleophilic reagents (two lipid alcohols and one amine) were
achieved in diethylether used as a solvent and in the presence
of triethylamine acting as a base. After each nucleophile
addition, *'P NMR was used to check the completeness of the
reaction. Moreover, the temperature of the reaction medium
was very carefully controlled. The addition of the first alcohol
was achieved at a starting temperature of —5 °C and then the
temperature was slowly increased up to 5 °C in 2 h. Next, the
second alcohol was added at 5 °C and the reaction medium
was stirred for 4 h while the temperature of the reaction
medium was slowly increased up to 20 °C. Then, after check-
ing by *'P NMR the completeness of this step, N,N-dimethyl-
ethylenediamine was added at 20 °C and the reaction medium
was stirred further for 1 h. In this procedure, the shortest lipid
alcohol was first added, followed by the second lipid alcohol
and, in the end, the more reactive nucleophilic reagent which
was, herein, the primary amine derivative. This procedure was
very efficient and, as observed by *'P NMR and other spectro-
scopic methods, the non-symmetric lipophosphoramidate was
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the sole compound detected (see SI2t). This one-pot procedure
allowed the production of up to 5 g of non-symmetric lipophos-
phoramidate and it is likely that larger quantities can be
obtained.

Following this procedure, a series of seven non-symmetric
lipophosphoramidates was synthesised as shown in Table 1
(NMR data, SI31). This series includes saturated lipid chains
(C12:0; €14:0; C18:0), substituted alkyl chains (phytanyl),
unsaturated alkyl chains (oleyl) and a cholesteryl moiety.
These lipophosphoramidates were transformed into cationic
lipids by the alkylation of the tertiary amine with methyliodide
to produce the cationic non-symmetric lipophosphoramidates
shown in Table 1. With the aim of studying the consequences
arising from the presence of two different lipid chains in the
molecular structure of a given vector on gene transfection
efficiency, we next undertook to compare the efficiencies of
such non-symmetric vectors with those of symmetric lipids.
These symmetric compounds (see Table 1) were synthesized
according to reported procedures™ starting from an Atherton-
Todd coupling between dialkylphosphite and N,N-dimethylethyl-
enediamine followed by the quaternerization of the amine
with methyliodide. For the cholesteryl-based derivatives
(compounds 13 and 14; Table 1), the cholesteryl fragment was
first functionalized via a carbamate functional group with the
aim to incorporate a primary alcohol function which was sub-
sequently used to produce cholesterol-based amphiphiles (13
and 14). It is worth noting that the synthesis of the bis-choles-
teryl derivative was not successful since it was isolated as a
mixture of compounds and it was consequently not included
in the biological tests.

For the transfection experiments, the cationic lipids
were formulated as liposomal solutions by hydration of a
lipid film followed by a sonication period (60 min.). The
liposomal solutions (1.5 mmol L™") were characterized by DLS
to determine both the size of the supramolecular objects
formed and their zeta potentials. As shown in ESI (SI47), the
sizes of the liposomes mainly ranged from 150 to 250 nm
with, in some cases, smaller aggregates (70-130 nm).
As expected, the zeta potentials were clearly positives (from
+30 to +66 mV).

We next evaluated the pDNA compaction ability and the
in vitro gene transfection efficiency of these liposomal prep-
arations. Obviously, both non-symmetric lipids and symmetric
ones were studied here. Accordingly, for each non-symmetric
cationic lipid, bearing the lipid chains R' and R?, the two sym-
metric cationic lipids (R',R" and R*,R”) were also tested. More-
over, an additional formulation, based on a mixture of the two

R'-OH R%-0OH NHo~(CHz)2-N(CH3)o
Et:N, Et,O o EtsN, Et,0 o EtsN, Et,0 R-0.J]
I g  scwscan R™-0_[] 5°C to RT, 4h R™-0_[] RT, 1h B b
ci-R - P-cl - P RZ-07 TNHTTS
Cl First addition Cl Second addition RZ-0" ™ Third addition
31p  7.6-7.8 ppm 31p 5.5.5,8 ppm 3p 10.4-10.7 ppm

Fig. 3 One-pot procedure for the synthesis of non-symmetric lipophosphoramidate (R # R?).
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Table 1 Molecular structure of the symmetric and non-symmetric
neutral and cationic phospholipids synthesized in this study

Non-symmetric lipophosphoramides
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symmetric cationic lipids in a 1/1 molar ratio, was also
considered. This last experiment aimed to study the influence
of two types of lipid chains present at a supramolecular level
(a mixture of symmetric compounds) while the formulations
based on non-symmetric lipids addressed the question of the
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Table 2 Relative transfection efficacies of non-symmetric and sym-

metric lipophosphoramidates on four cell lines. For each cell line, data
were normalized by assigning a value of 1 to LFM luciferase expression

Series Number - structure® A549® 16HBE’ CFBE’ SKMel2s"
1 2 C12:0/C18:1 2 27 318 1
16 C12:0/C12:0 1 1 3 1
18 C18:1/C18:1 1 39 167 8
16 +18 (1/1 ratio) 2 34 222 <1
2 1 Phyt/C18:1 13 105 101 19
18 C18:1/C18:1 1 39 167 8
20 Phyt/Phyt 38 683 159 13
18 +20 (1/1 ratio) 2 122 40 13
3 6 C12:0/Phyt 39 381 280 18
16 C12:0/C12:0 1 1 3 1
20 Phyt/Phyt 38 683 159 13
16 +20 (1/1 ratio) 2 128 32 1
4 8 C14:0/C18:1 2 24 10 ¥
18 C18:1/C18:1 1 39 167 8
22 Cl14:0/C14:0 1 5 5 1
18 +22 (1/1 ratio) 2 28 6 1
5 10 C14:0/Phyt 13 79 a0 16
20 Phyt/Phyt 38 683 159 13
22 C14:0/C14:0 1 5 5 1
20 +22 (1/1 ratio) 8 88 33 32
6 12 C14:0/C18:0 <1 <1 <1 <1
24 C18:0/C18:0 <1 <1 <1 <1
22 C14:0/C14:0 1 5 5 1
24 +22 (1/1 ratio) <1 <1 <1 <1
7 14 Chol/C18:1 <1 2 3 <1
18 C18:1/C18:1 1 39 167 8
Lipofectamine p 1 1 1

“Label code: lauryl lipid chain (C12:0); oleyl lipid chain (Ci8:1);
phytanyl lipid chain (Phyt); myristyl lipid chain (C14:0); stearyl lipid
chain (C18:0); cholesteryl lipid chain (Chol). ”Relative transfection
efficacies were calculated as follow: [RLU per mg of a selected
formulation at CR = 4)/[RLU per mg protein of Lipofectamine (LFM) at its
best CR (CR = 8)].

influence of the structure of the lipid domain at the molecular
level.

As indicated above, to evaluate the pDNA condensation
ability, DNA retardation assays on agarose gel electrophoresis
were performed for each type of lipoplex at different charge
ratios (CR) (see SI-5%). In these experiments, a full conden-
sation of pDNA was observed at CR equal to or higher than 4.
No significant differences were observed when symmetric and
non-symmetric derivatives were compared.

For comparison of the transfection efficacies four cell lines
were considered (A549, 16HBE, CFBE and SKMel28). The A549,
16HBE and CFBE cell lines are derived from human airway
epithelial cells (lung carcinoma, normal bronchial epithelium
and cystic fibrosis (CF) bronchial epithelium, respectively);
these cell lines were chosen with a view to evaluate novel
vectors for nonviral lung gene therapy for CF, the most
common hereditary genetic disease in the Caucasian popu-
lation. In addition, SKMel 28 (human melanoma cells) was
selected to study the transfection of another cancer cell line in
connection with our studies aiming to develop new therapeutic
approaches.”® The luciferase-expressing pCMV-Luc plasmid
was used in these in vitro transfection assays. This plasmid
allowed the quantification of the transfection activity by
bioluminescence (activity expressed as Relative Light Units
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(RLU) per mg protein). Each formulation was tested at
different cationic lipid/pDNA CR (1, 2, 4 and 8) in triplicate
and a total of 26 formulations were studied. As the amount of
experimental data obtained was hence very high, the full
dataset for these transfection experiments are shown in ESI
(see S16T). Thus, we only present here a concise analysis of all
those transfection results with the view to get a better insight
into the influence of non-symmetric vectors on transfection
efficacy and thus also to select the most promising formu-
lation. Practically, we have selected some data and presented
them, as detailed below, in a manner that we found likely to
facilitate the comparison between the different vectors as
shown in Table 2. First, for our analysis, we only took into
account the transfection activity values obtained at a lipoplex
CR of 4. Although other CRs were tested (see ESIf), we have
indeed previously reported that a CR of 4 (a clearly positive but
not too high CR) is generally not only efficient for in vitro
transfection but also for in vive gene transfection."* Second,
the transfection activity values observed (expressed as RLU per
mg protein) were divided by the activity of the commercially-
available control cationic lipid Lipofectamine (LFM) used at its
best CR (CR = 8), a procedure yielding relative transfection
efficacy values. These values are shown in Table 2. In order to
allow a quick identification of the best vectors in Table 2,
those displaying a transfection efficacy 10-fold (A549), 100-fold
(16HBE and CFBE) or 15-fold (SKMel28) above the efficacy
of the Lipofectamine control are shown shaded. Of note,
Table 2 shows the relative transfection values of the various
formulations grouped into classes (series), each series being
composed (except for series 7) of the non-symmetric com-
pound, its two corresponding symmetric compounds and the
formulation consisting of the mixture of the two symmetric
compounds.

The first interesting information is that most of the formu-
lations tested were more efficient (relative value >1) than the
control Lipofectamine and frequently a 10 times higher
efficacy was observed, except for cationic lipids bearing satu-
rated linear alkyl chains (series 6). Indeed, the cationic lipid
24, which possesses two C18:0 lipid chains, was inefficient
while the decrease of the chain length (C14:0; compound 22)
resulted in slightly improved efficacies but at a level still close
to those observed with LFM (values close to 1). In this series,
mixing of the two lipid chains at a molecular level (non-sym-
metric cationic lipid 12) produced a cationic lipid with low
transfection efficacy. Second, it is also noteworthy here that
two cell lines (16HBE and CFBE) were easily transfected with
the lipophosphoramidates while the two others (A549 and
SKMel28) were more difficult to transfect. This is especially
interesting when considering lung gene therapy for Cystic
Fibrosis, where the bronchial epithelium is the target issue.

Among the symmetric cationic lipids, two (bis-oleyl C18:1
18 and bis-phytanyl 20) were clearly identified as the best
vectors tested. This is consistent with our previous results
showing that these two types of lipid chains generated very
efficient formulations for gene delivery when associated with
different cationic polar headgroups. Interestingly, the cationic
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lipophosphoramidate 4 (series 2), in which an oleyl chain is
combined with a phytanyl chain, exhibited good transfection
efficacies with all four cell lines tested, these efficacy values
remaining nevertheless lower, in some cases, than those
observed with the symmetric bis-phytanyl 20. It should
however be stressed here that the liposomal formulation of cat-
ionic lipid 4 was readily obtained after one night of hydration,
while a hydration period of at least 7 days was required for
compound 20. The formulation of a mixture of 18 and 20 in a
1/1 ratio was also readily achieved by hydration (1 night) but
this formulation was slightly less efficient that those based on
the non-symmetric compound 4.

Next, we explored the transfection efficiencies of the associ-
ation of oleyl chains (C18:1) with other alkyl chains. Its associ-
ation with a lauryl chain (C12:0) produced compound 2
(series 1, Table 2). This non-symmetric cationic lipid 2 exhibi-
ted good to excellent transfection efficacies. When compared
to the bis-oleyl derivative 18, its efficiency was almost similar
to or even better in the case of CFBE cells. However, the trans-
fection efficacies of this non-symmetric and of the best sym-
metric derivative of this series (compound 18) were not very
different. In this series, the mixture of the two symmetric com-
pounds 16 and 18 resulted in a formulation exhibiting relative
transfection efficacy values similar to those observed for com-
pound 18 alone (symmetric C18:1) or the non-symmetric com-
pound 2.

The association of a C18:1 with a C14:0 lipid chain (com-
pound 8, series 4) led to similar conclusions which can be
summarised as follows: the best vector in this series was the
symmetric bis-oleyl derivative 18 while the non-symmetric
compound 8 and the mixture of symmetric cationic lipids (bis-
myristyl 22 and bis-oleyl 18) produced slightly less efficient for-
mulations. The last combination including an oleyl chain
included combining it with a cholesteryl moiety. In that case,
due to the difficulty of producing the bis-cholesteryl deriva-
tives, only two formulations were tested as indicated in
Table 2. Here, the replacement of one oleyl chain by a choles-
teryl moiety clearly decreased the transfection efficacies.
Finally, we consider it relevant to further focus our attention
on cationic lipids with a phytanyl chain since our previous
work demonstrated that a cationic lipophosphoramidate with
two phytanyl chains is very efficient for both in vitro and
in vivo experiments.'* These previous results were attributed to
the tendency of this type of cationic lipid to adopt an inverted
hexagonal phase. Here, as discussed above, the association of
a phytanyl and an oleyl chain was an interesting combination
not only because high transfection efficacies were obtained
but also because the duration of the formulation protocol was
strongly shortened when compared to the bis-phytanyl com-
pound 20. The association of one phytanyl and one lauryl
chain (C12:0/Phyt compound 6 - series 3, Table 2) produced
one of the best vectors among those tested in this study.
Indeed, the transfection efficacies were even improved when
compared to the non-symmetric compound 4 (Phytanyl-oleyl).
The comparison of the transfection efficacies obtained with
compound 6 and with a mixture of the symmetric compounds
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16 (bis-lauryl) and 20 (bis-phytanyl) was clearly in favour of the
non-symmetric cationic lipid 6. It is noteworthy that this
vector 6 exhibited excellent transfection efficacies on the four
cell lines tested. Interestingly, the non-symmetric compound 6
was readily formulated as a liposomal solution after only one
night of hydration. Finally, the last series of compounds
(series 5, Table 2) was characterized by the association of a
phytanyl and a myristyl chain (C14:0). In that case, the best
vector was clearly the bis-phytanyl derivative 20 while the non-
symmetric compound 10 (C14:0/phyt) and the mixture of the
two symmetric derivatives 22 (bis-myristyl) and 20 (bis-phyta-
nyl) exhibited almost similar transfection efficacies.

Altogether, these transfection results indicate that it is not
possible to formulate a general rule stipulating that non-symmetric
derivatives would be more or less efficient than symmetric cat-
ionic lipids. However, the present work allowed us to identify
two promising non-symmetric cationic lipids: compound 4
(with oleyl and phytanyl chains) and compound 6 (with lauryl
and phytanyl chains). Indeed, these two non-symmetric cat-
ionic lipids exhibited very high transfection efficacies with all
4 cell lines tested. Moreover, their formulation as liposomal
solution was significantly simpler when compared to the bis-
phytanyl-based cationic lipid 20. Indeed, liposomal solutions
of compounds 4 or 6 can be readily obtained with a hydration
period of one night instead of at least 7 days for compound 20.

The toxicity of lipoplexes produced from both symmetrical
and non-symmetrical cationic lipids was evaluated. Most of
the formulations were not toxic and presented similar results
to the untransfected cells (SI77).

Conclusion

Different methods were tested for the synthesis of cationic
lipophosphoramidates possessing two different lipid chains.
Among these methods, the sequential addition of the two
different lipid alcohols on phosphorus oxychloride followed by
the addition of the amine, in a one-pot sequence, was the
most efficient. This synthetic scheme allowed the production
of a series of 7 non-symmetric cationic lipids and, more
widely, it appears to be the method of choice for the synthesis
of amphiphilic derivatives characterized by two different
hydrophobic domains. In this study, we systematically com-
pared the transfection efficacy of these non-symmetric cationic
lipophosphoramidates with that of their symmetric counter-
parts (characterized by two identical hydrophobic lipid
chains). Four cell lines were used for this purpose. The trans-
fection results indicate that it is not possible to reach a general
conclusion stipulating that the non-symmetric cationic lipids
are always better or worse than the symmetric vectors. Indeed,
the choice of the two lipid chains combined in the structure of
a non-symmetric cationic lipid appears to have a great influ-
ence on the final transfection efficiency. Our study once again
indicates that the presence of two identical phytanyl chains
(compound 20) leads to an efficient vector whose formulation
in liposomal solution requires a prolonged hydration time.
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Indeed, this result is consistent with our previous study report-
ing the interesting transfection results obtained with the
vector BSV18 (a bis-phytanyl lipophosphoramidate)." Most
interestingly, the two non-symmetric cationic lipids 4 (BSV110)
and 6 (BSV11) exhibited high transfection efficacies with all
four mammalian cell lines tested and it is noteworthy that
liposomal formulations of compounds 4 or 6 could be
obtained more easily than in the case of the symmetric cat-
ionic lipid 20. This study warrants further evaluations of these
cationic lipids, especially under in vive experimental settings.
Moreover, as we have recently evidenced that good transfection
reagents in that family of vectors can also display potent anti-
' the effects of such compounds with
regard to different bacterial strains should be also determined.
Finally, our results suggest that the incorporation of a phytanyl
chain may constitute a valuable strategy to obtain cationic
lipids exhibiting high transfection efficacies.

bacterial activities,

Experimental section

Solvents were dried with a solvent purification system MBraun-
SPS (THF, CH,Cl,). All compounds were fully characterized by
'H (400.133 MHz), *C (125.773 MHz) and *'P (161.970 MHz)
NMR spectroscopy (Avance DRX 400 and Avance DRX 500 spec-
trometers). The lipids were purified by flash chromatography.
Coupling constants J are given in Hertz. The following abbrevia-
tions were used: s for singlet, d doublet, t triplet, q quadru-
plet, and m for multiplet. When needed, *C and *'P
heteronuclear HMQC and HMBC were used to unambiguously
establish molecular structures. Mass spectroscopy analyses
were performed by Brest (service commun de spectrometrie de
masse) on a Bruker Autoflex MALDI TOF-TOF III LRF200 CID.
Commercial compounds [oleyl alcohol 85%, 2-bromoethyl-
amine hydrobromide] were used as received except DIPEA
which was distilled over KOH. The mean particle diameter and
zeta potential (£) of the liposomes and lipoplexes were
measured using a 3000 Zetasizer (Malvern Instruments) at
25 °C (see ESI¥).

General protocol for the synthesis of cationic
lipophosphoramidates with two distinct alkyl chains

Step 1: synthesis of neutral lipophosphoramidates. Synthesis
of O-lauryl-O-oleyl-N-(2-dimethylaminoethyl)phosphoramidate 1

Triethylamine (2.27 mL; 16.3 mmol) was added to a cooled
(0 °C) solution of POCI; (2.50 g; 16.3 mmol) in diethylether
(20 mL) and placed under an argon atmosphere. Dodecanol
(3.04 g; 16.3 mmol) was then added dropwise. The solution
was stirred for 1 h 30 min at 0 °C. Then, a solution of oleyl
alcohol (4.38 g; 16.3 mmol) and triethylamine (2.49 mL;
17.9 mmol) placed in diethylether (10 mL) was slowly added at
0 °C. This solution was further stirred for 4 h while the temp-
erature was slowly increased up to 20 °C. Then, a solution of
N,N-dimethylethylenediamine (1.44 g; 16.3 mmol) and triethyl-
amine (2.27 mL; 16.3 mmol) in diethylether (5 mL) was added
and the solution was stirred for 1 h. Finally, diethylether was
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added (50 mL) and the solution was washed with brine. The
organic layer was dried over MgS0,, filtered and concentrated
under reduced pressure to produce the desired compound as
an oil that was engaged in the next step without any further
purification (77% yield; 7.39 g).

Step 2: synthesis of the cationic lipophosphoramidates by
alkylation. Synthesis of 2-(O-lauryl-O-oleylphosphoramidoyl)-
ethyltrimethylammonium fodide 2

Methyl iodide (1.00 mL) was added to a solution of
O-lauryl-O-oleyl-N-(2-dimethylaminoethyl)phosphoramidate
(200 mg; 0.34 mmol; 1 eq.) in 5 mL of CH,Cl,. The mixture
was stirred at R.T. overnight. The excess of methyl iodide
and CH,Cl, was removed under vacuum. The compound
was purified by chromatography on silica gel to give the
compound.

O-Lauryl-O-oleyl-N-(2-dimethylaminoethyl Jphosphoramidate 1.
Isolated as a yellow oil (7.39 g 77% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCL): 0.87 (t, *Jun = 8 Hz, 6H, CHs); 1.25 (s,
40H, CH,); 1.65 (m, 4H, CH, f); 1.99 (m, 4H, CH,-CH=CH);
2.23 (s, 6H, N=(CH,),); 2.41 (t, /e = 4 Hz, 2H, CH,-N-(CH,),);
2.97 (m, 2H, NH-CH,); 3.30 (m, 1H, NA); 3.97 (m, 4H, CH, o);
5.34 (m, 2H, CH=CH). "*C-NMR (125.80 MHz, CDCl,): 13.99
(s, 2 % CH3); 22.58 (s, CH,); 25.51 (s, CH,); 27.10 (s, CH—=CH-
CHo); 29-30 (s, CHo); 30.22 (d, YJep = 6 Hz, CH, P); 30.76 (s,
CH,); 31.81 (s, CH,); 38.44 (s, CH,-NH); 44.89 (s, N(CH;)y);
59.50 (d, *Jep = 6 Hz, CH,-N(CH;),); 66.16 (d, *Jop = 5 Hz, CH,
a); 129.68 (s, CH=CH); 129.81 (s, CH=CH). *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCL3): 10.7. IR (em™"): 3200 (vxp); 1231 (bp—o);
1005 (vp-o-¢). MS (MALDI-TOF): m/z caled for Ci4H7,N,O3P
(M + H): 587.528; found 587.485.

2-(O-Lauryl-O-oleylphosphoramidoyl )-ethyltrimethylammonium
iodide 2. Tsolated as a pale yellow wax (200 mg; 81% yield).
'H-NMR (400.04 MHz, CDCL;): 0.87 (t, *Juu = 8 Hz, 6H, CHa);
1.25 (s, 40H, CH,); 1.66 (m, 4H, CH, f); 2.00 (m, 4H, CH,-
CH=CH); 3.48 (s, 9H, N~(CH)3); 3.60 (m, 2H, NH-CH,); 3.87
(t, *Jems = 8 Hz, 2H, CH,-N-(CH,)5); 3.98 (q, *Jun = 8 Hz, 4H,
CH, o); 4.40 (m, 1H, NH); 5.34 (m, 2H, CH=CH). “C-NMR
(125.80 MHz, CDCl;): 14.11 (s, 2 x CHj); 22.68 (s, CH,);
25.58 (s, CH,); 27.22 (s, CH=CH-CH,); 29-30 (s, CH,); 30.43
(d, *Jep = 6 Hz, CH, P); 31.91 (s, CH,); 36.19 (NH-CH,); 54.87
(s, N(CHs)s); 66.77 (s, CHy~N(CHj)s); 67.15 (d, *Jep = 5 Hz, CH,
«); 129.74 (s, CH=CH); 129.97 (s, CH=CH). *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCLy): 9.3. IR (cm™): 3300 (1yg); 1223 (vp—o);
990 (Ypoc)- MS (MALDI-TOF): m/z caled for Cy;H,,N,O;P
(M"): 601.544; found 601.545.

0-Oleyl-O-phytanyl-N-(2-dimethylaminoethyl Jphosphoramidate
3. Isolated as a yellow oil (3.98 g; 85% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCl3): 0.80-0.90 (m, 18H, CH; phytanyl and
CH; oleyl); 1.00-1.80 (m, 48H, CH,, CH phytanyl and CH,
oleyl); 1.99 (m, 4H, CH,-CH=CH); 2.22 (s, 9H, N-(CH,),); 2.38
(t, *Jun = 8 Hz, 2H, CH,~N—~(CHs),); 2.95 (m, 2H, NH-CH,);
3.30 (m, 1H, NH); 3.98 (m, 4H, CH, a); 5.34 (m, 2H, CH=CH).
C-NMR (125.80 MHz, CDCl;): 13.99 (s, 2 x CH;); 19.40 to
19.80 (s, CH; phytanyl); 22.60 to 22.80 (s, CH, phytanyl); 22.72
(s, CH;-CH, oleyl); 24.30 to 24.80 (s, CH, phytanyl); 27.19 (s,
CH=CH-CH,); 27.96 (s, CH phytanyl); 29.28 (d, /., = Hz, CH, f);

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014

N

175 |

Chapitre V : Résultats

View Article Online

Paper

29.35 (s, CH phytanyl); 30.47 (d, *jce = 6 Hz, CH, p); 32.78
(s, CH phytanyl); 38.56 (s, NH-CH,); 37.30 to 37.50 (s, CH,
phytanyl); 39.41 (s, CH, phytanyl); 45.03 (s, N(CH;),); 59.63 (s,
CH,-N(CHs),); 62.81 (d, *Jep = 5 Hz, CH, a); 64.73 (d, *Jcp =
5 Hz, CH, a); 129.74 (s, CH=CH); 129.92 (s, CH=CH).
*'P-NMR (161.94 MHz, CDCL;): 10.7. IR (em™"): 1228 (vp—o);
983 (vp-o-c). MS (MALDI-TOF): m/z caled for Cy»HggN,O3P
(M + H): 699.653; found 699.614.

2-(0-Oleyl-O-phytanylphosphoramidoyl -ethyltrimethylammonium
iodide 4. Tsolated as a yellow oil (130 mg; 54% yield). '"H-NMR
(400.04 MHz, CDCl;): 0.80-0.90 (m, 18H, CH; phytanyl and
CH; oleyl); 1.00-1.80 (m, 48H, CH,, CH phytanyl and CH,
oleyl); 2.00 (m, 4H, CH,~-CH=CH); 3.47 (s, 9H, N~(CH,),); 3.55
(m, 2H, NH-CHa); 3.87 (t, *Jun = 8 Hz, 2H, CH,-N-(CH,)s);
4.00 (m, 4H, CH, o); 4.41 (m, 1H, NH); 5.33 (m, 2H, CH=CH).
"C-NMR (125.80 MHz, CDCL): 14.16 (s, 2 x CHj); 19.50 to
19.80 (s, CH; phytanyl); 22.70 to 22.80 (s, CH; phytanyl); 22.72
(s, CH;-CH, oleyl); 24.40 to 24.90 (s, CH, phytanyl); 27.20 (s,
CH=CH-CH,); 28.01 (s, CH phytanyl); 29.28 (d, */op = Hz, CH,
f); 29.35 (s, CH phytanyl); 30.47 (d, *Jcp = 6 Hz, CH, p); 32.66
(s, CH phytanyl); 36.22 (s, NH-CH,); 37.30 to 37.50 (s, CH,
phytanyl); 39.41 (s, CH, phytanyl); 54.99 (s, N(CH;),); 65.74 (d,
*Jcp = Hz, CH, ); 66.80 (s, CH,-N(CHa),); 67.29 (d, *Jcp = 5 Hz,
CH, «); 129.79 (s, CH=CH); 130.01 (s, CH=CH). *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCl,): 8.9. IR (em™): 1224 (bp—g); 972 (tp-0-c)-
MS (MALDITOF): m/z caled for Cy3HsoN20:P (M'): 713.669;
found 713.652.

O-Lauryl-O-phytanyl-N-(2-dimethylaminoethyl jphosphoramidate
5. Isolated as a yellow wax (2.01 g; 100% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCL,): 0.87 (m, H, CH,); 1.00-1.60 (m, H, CH,);
2.37 (s, 6H, N—(CH,),); 2.56 (m, 2H, CH,-N—-(CH;),); 3.08 (m,
2H, NH-CH,); 3.50 (m, 1H, NH); 3.98 (m, 4H, CH, a). *C-NMR
(125.80 MHz, CDCl5): 14.10 (s, 2 x CH,); 19.40 to 19.80 (s, CH;
phytanyl); 22.60 to 22.80 (s, CH; phytanyl); 22.65 (s, CH;-CH,
lauryl); 24.30 to 24.80 (s, CH, phytanyl); 25.59 (s, CH, lauryl);
28.02 (s, CH phytanyl); 29.00 to 30.00 (s, CH; phytanyl); 31.89
(s, CH phytanyl); 37.20 to 37.60 (s, CH, phytanyl}); 38.36 (s,
NH-CH.); 39.34 (s, CH, phytanyl); 45.00 (s, N(CH,),); 59.55 (s,
CH,-N(CH,)y); 64.77 (d, YJep = 5 Hz, CH, a); 66.39 (d, *Jep =
6 Hz, CH, a). *'P-NMR (161.94 MHz, CDCL): 10.4. IR (em™"):
1229 (vp—o); 971 (Vp-o-c). MS (MALDI-TOF): m/z caled for
C36HzsN,0,P (M): 617.575; found 617.531.

2O-Lauryl-O-phytanylphosphoramidoyl)-ethyltrimethylammonium
iodide 6. Tsolated as a yellow oil (140 mg; 57% yield). "H-NMR
(400.04 MHz, CDCl): 0.85-1.70 (m, 62H, CH, lauryl and CH,
phytanyl); 3.45 (s, 9H, N~(CH;);); 3.50 (m, 2H, NH-CH,); 3.81
(t, *Jum = 8 Hz, 2H, CH>-N—-(CHs)s); 3.99 (m, 4H, CH, a); 4.50
(m, 1H, NH). “C-NMR (125.80 MHz, CDCL): 14.16 (s, CH;
lauryl); 19.40 to 19.80 (s, CH; phytanyl); 22.70 to 22.80 (s, CH;
phytanyl); 24.40 to 24.90 (s, CH, phytanyl); 25.62 (s, CH,
lauryl); 28.02 (s, CH phytanyl); 29-30 (s, CH phytanyl and CH
lauryl); 30.43 (d, *Jp = 6 Hz, CH, P lauryl); 32.85 (s, CH phyta-
nyl); 36.21 (s, NH-CH,); 37.36 to 37.48 (s, CH, phytanyl); 39.40
(s, CH, phytanyl); 55.01 (s, N(CH,),); 65.74 (s, CH, a); 66.77 (s,
CH,-N(CH,;);); 67.33 (d, *Jep = 6 Hz, CH, «). *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCL;): 9.3. IR (em™): 1223 (vp—0); 973 (vp-0-c)-

Org Biomol. Chem,, 2014, 12, 1463-1474 | 1469




Published on 20 December 2013. Downloaded by University de Bretagne Occidentale on 05/02/2014 12:55:23.

Paper

MS (MALDITOF): m/z caled for Cs;HggN2OsP (M'): 631.591;
found 631.540.

O-Myristyl-O-oleyl-N-(2-dimethylaminoethyl Jphosphoramidate
7. Isolated as a yellow wax (2.00 g; 100% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCL,): 0.87 (t, *yyy = 8 Hz, 6H, CH,); 1.24 (s,
44H, CH,); 1.65 (m, 4H, CH, B); 1.99 (m, 4H, CH,-CH=CH);
2.28 (s, 6H, N=(CHy),); 2.45 (t, *Jun = 4 Hz, 2H, CH,-N—(CH;),);
3.00 (m, 2H, NH-CH,}; 3.35 (m, 1H, NH); 3.97 (m, 4H, CH, a);
5.34 (m, 2H, CH=CH). C-NMR (125.80 MHz, CDCl3): 14.10
(s, 2 x CHa); 22.67 (s, CH,); 25.60 (s, CH,); 27.20 (s, CH=CH-
CH,); 29-30 (s, CH,); 30.22 (d, *Jor = 6 Hz, CH, P); 30.76 (s,
CH,); 31.81 (s, CH,); 38.38 (s, CH,—-NH); 44.90 (s, N(CH;),);
59.56 (d, *Jop = 6 Hz, CH,-N(CHa)y); 66.41 (d, >Jcp = 5 Hz, CH,
@); 129.76 (s, CH=CH); 129.94 (s, CH=CH). 'P-NMR
(161.94 MHz, CDCL): 10.6. IR (em™): 1231 (vp—0); 990 (Vp-0-c)-
MS (MALDI-TOF): m/z caled for CHy6N,05P (M + H): 615.559;
found 615.518.

2-O-Myristyl-O-oleylphosphoramidoyl J-ethyltrimethylammonium
iodide 8. Isolated as a yellow oil (228 mg; 93% yield). "H-NMR
(400.04 MHz, CDCLy): 0.88 (t, *Jun = 8 Hz, 6H, CH); 1.25 (s,
44H, CH,); 1.66 (m, 4H, CH, P); 2.00 (m, 4H, CH,~-CH=CH);
3.44 (s, 9H, N-(CHa)s); 3.58 (m, 2H, NH-CH,); 3.84 (t, “Juu =
8 Hz, 2H, CH,-N-(CHa)s); 3.99 (m, 4H, CH, a); 4.50 (m, 1H,
NH); 5.34 (m, 2H, CH—CH). “C-NMR (125.80 MHz, CDCL,):
14.16 (s, 2 x CHy); 22.73 (s, CHy); 25.63 (s, CHa); 27.27 (s,
CH=CH-CH,); 29-30 (s, CH,); 30.47 (d, *Jcr = 6 Hz, CH, P);
30.76 (s, CH,); 31.97 (s, CH,); 36.61 (s, CH,-NH); 55.18 (s,
N(CH,),); 67.31 (d, *Jcp = 6 Hz, CH,-N(CHj)y); 67.35 (d, Yep =
5 Hz, CH, «); 129.81 (s, CH=CH); 130.02 (s, CH=CH).
#1P-NMR (161.94 MHz, CDCl,): 9.4. IR (cm™): 1240 (rp—p); 988
(vp-o-c)- MS (MALDI-TOF): m/z caled for C;;H,gN,O;P (M'):
629.575; found 629.561.

O-Myristyl-O-phytanyl-N-{2-dimethylaminoethyl Jphosphoramidate
9. Isolated as a yellow oil (7.89 g; 94% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCL): 0.79-1.64 (m, 66H, CH,); 2.22 (s, 6H,
N-(CH3),); 2.39 (m, 2H, CH,-N—(CHj;),); 2.96 (m, 2H, NH-CH,);
3.40 (m, 1H, NH); 3.94 (m, 4H, CH, «). "*C-NMR (125.80 MHz,
CDCL): 14.10 (s, 2 % CHy); 19.50 to 19.60 (s, CH; phytanyl);
22.52 (s, CH; phytanyl); 22.58 (s, CH,); 22.61 (s, CH; phytanyl);
24.20 to 24.70 (s, CH, phytanyl); 25.38 (s, CH, lauryl); 27.86 (s,
CH phytanyl); 29.00 to 30.00 (s, CH, phytanyl); 31.83 (s, CH
phytanyl); 32.68 (s, CH,); 37.20 to 37.60 (s, CH, phytanyl);
38.41 (s, NH-CH,); 39.27 (s, CH, phytanyl); 44.87(s, N(CH,),);
59.55 (s, CH,-N(CH,),); 64.62 (d, *Jcp = 6 Hz, CH, ); 66.23 (d,
*Jep = 6 Hz, CH, «). *'P-NMR (161.94 MHz, CDCL): 10.7. IR
(em™): 1229 (vp—o); 982 (vp_o-c)- MS (MALDI-TOF): m/z caled
for C35HgN,05P (M + H): 645.606; found 645.571.

2-(O-Myristyl-O-phytanylphosphoramidoyl Fethyltrimethylammonium
iodide 10. TIsolated as a yellow oil (0.49 g; 100% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCl;): 0.85-1.70 (m, 66H, CH, myristyl and
CH, phytanyl); 3.46 (s, 9H, N-(CH;);); 3.56 (m, 2H, NH-CH,);
3.87 (t, *Jun = 8 Hz, 2H, CH,-N-(CH,);); 4.01 (m, 4H, CH, aj;
4.39 (m, 1H, NH). "C-NMR (125.80 MHz, CDCl,): 14.20 (s, CH;
myristyl); 19.47 to 19.75 (s, CH; phytanyl); 22.63 to 22.73 (s,
CH; phytanyl); 24.40 to 24.90 (s, CH, phytanyl); 25.62 (s, CH;
lauryl); 29-30 (s, CH phytanyl and CH lauryl); 30.43 (d,
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*Jep = 6 Hz, CH, B myristyl); 32.85 (s, CH phytanyl); 36.21 (s,
NH-CH,); 37.36 to 37.48 (s, CH, phytanyl); 40.06 (s, CHa
phytanyl); 54.88 (s, N(CH,);); 65.67 (s, CH; «); 66.67 (s, CHy—
N(CHs,)3); 67.25 (d, *Jep = 6 Hz, CH, o). *'P-NMR (161.94 MHz,
CDCL): 9.3. IR (em™): 3431 (vnu); 1226 (vo—o); 973 (Ve_o-c)-
MS (MALDITOF): mjz caled for CsoHgyN,O:P (M'): 659.621;
found 659.592.
O-Myristyl-O-stearyl-N-(2-dimethylaminoethyl)phosphoramidate
11. Isolated as a yellow oil (5.35 g; 66% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCL;): 0.87 (t, *Jun = 8 Hz, 6H, CHs); 1.25 (s,
52H, CH,); 1.64 (m, 4H, CH, p); 2.24 (s, 6H, N=(CHa),); 2.41 (¢,
*Juu = 4 Hz, 2H, CH,-N—-(CH,),); 2.84 (m, 2H, NH-CH,); 3.35
(m, 1H, NH); 3.97 (m, 4H, CH, «). "*C-NMR (125.80 MHz,
CDCLy): 14.13 (s, 2 x CHg); 22.71 (s, CH,); 25.49 (s, CH,); 29-30
(s, CHa); 30.43 (d, ¥Jcp = 7 Hz, CH, B); 30.87 (s, CH,); 31.94 (s,
CH,); 38.49 (s, CH,-NH); 44.99 (s, N(CH;).); 59.62 (d, *Jep =
7 Hz, CH,-N(CH,),); 66.39 (d, *Jep = 6 Hz, CH, @). *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCL,): 10.7. IR (em™"): 3190 (vny); 1235 (vp—o);
920 (Vp_g-c)- MS (MALDI-TOF): mfz caled for C;sH,gN,0;P
(M + H): 617.575; found 617.576.
2-(0-Myristyl-O-stearylphosphoramidoyl }-ethyltrimethylammonium
iodide 12. Isolated as a yellow powder (0.69 g; 79% yield).
'H-NMR (400.04 MHz, CDCl;): 0.87 (t, *Juu = 8 Hz, 6H, CH;);
1.24 (s, 52H, CH,); 1.65 (m, 4H, CH, p); 3.47 (s, 9H, N~(CH;););
3.54 (m, 2H, NH-CH,); 3.85 (t, “uu = 8 Hz, 2H, CH>-N-
(CHa)3); 3.99 (m, 4H, CH, «); 4.40 (m, 1H, NH). “C-NMR
(125.80 MHz, CDCl,): 14.16 (s, 2 x CHy); 22.68 (s, CH,); 25.58
(s, CH,); 29-30 (s, CH,); 30.44 (d, *Jcp = 10 Hz, CH, p); 31.92 (s,
CH,); 36.21 (NH-CH,); 54.92 (s, N(CH,);); 66.76 (s, CH,-
N(CH;);); 67.19 (d, Yo = 12 Hz, CH, a). *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCL;): 9.4. IR (cm™): 3312 (1) 1240 (vp—o);
989 (Vp-o-c)- MS (MALDI-TOF): m/z caled for C;;HgoN,O;P
(M"): 631.590; found 631.549.
0-0leyl-O-[3-({[cholest-5-en-3  yloxy]carbonyl}amino)propyl]-N-
(2-dimethylaminoethyl Jphosphoramidate 13. Isolated as a yellow
oil (0.80 g; 28% yield). "H-NMR (400.04 MHz, CDCl,): 0.6-2.0
(m, 41H, CH, cholesteryl, CH,~-CH=CH and CH, oleyl);
2.10-2.40 (m, 8H, CH, cholesteryl and N-(CH;),); 2.54 (m, 2H,
CH,-N-(CHs),); 3.05 (m, 2H, NH-CH,); 3.90-4.10 (m, 4H, CH,
a); 445 (m, 1H, CH cholesteryl); 5.30-5.40 (m, 3H, CH=CH
and CH cholesteryl). *C-NMR (125.80 MHz, CDCl;): 11.86 (s,
CH;); 14.13 (s, CH; oleyl); 18.72 (s, CH;); 19.34 (s, CH;); 21.05
(s, CHa); 22.56 (s); 22.69 (s); 22.82 (s); 23.84 (s); 24.29 (s); 25.61;
27.22; 28.00; 28.20; 29-31 (s, CH,); 31.87 (s, CH); 31.91 (s,
CH,); 35.80 (s, CH); 36.19; 36.56; 37.01; 37.16; 38.34; 38.60;
39.52; 39.75; 42.32; 44.87 (s, N(CHa)s); 50.01; 56.14; 56.70;
59.60 (d, *Jcp = 7 Hz, CH,-N(CH3;),); 63.69 (d, *Jep = 5 Hz, CH,
a); 66.63 (d, “Jep = 6 Hz, CH, «); 74.18; 122.40; 129.77 (s,
CH=CH); 129.98 (s, CH=CH); 139.90; 156.30. *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCL;): 10.6. IR (em™"): 3331 (vnu); 1249 (ve—o);
1034 (vpo-c)- MS (MALDI-TOF): m/z caled for CssHogNiOsP
(M): 888.724; found 888.703.
2-(0-0leyl-O+3-({[cholest-5-en-3-yloxyJcarbonyl}aminoJpropyl |-
phosphoramidoyl)-ethyitrimethylammonium iodide 14. Isolated
as a yellow oil (0.37 g; 100% yield). "H-NMR (400.04 MHz,
CDCL): 0.6-2.0 (m, 41H, CH, cholesteryl, CH,~-CH=CH and
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CH, oleyl); 2.10-2.40 (m, 2H, CH, cholesteryl); 3.44 (s, 9H,
N-(CH3)3); 3.60 (m, 2H, NH-CH,); 3.80 (m, 2H, CH>-N—(CH,););
3.90-4.10 (m, 4H, CH, a); 4.45 (m, 1H, CH cholesteryl);
5.30-5.40 (m, 3H, CH=CH and CH cholesteryl). *C-NMR
(125.80 MHz, CDCl;): 11.88 (s, CH;); 14.15 (s, CH; oleyl); 18.74
(s, CHa); 19.37 (s, CH3); 21.07 (s, CH,); 22.58 (s); 22.71 (s);
22.84 (s); 23.88 (s); 24.31 (s); 25.62; 27.26; 28.02; 28.25; 29-31
(s, CH,); 31.88 (s, CH); 31.93 (s, CH,); 35.83 (s, CH); 36.21;
36.60; 37.02; 38.64; 39.53; 39.76; 42.34; 50.02; 54.81; 56.18;
56.72; 74.43; 122.51; 129.79 (s, CH=CH); 129.99 (s, CH=CH);
139.88; 156.45. *'P-NMR (161.94 MHz, CDCL;): 9.6. IR (em™):
3348 (vnm); 1246 (vp—o); 1011 (vp_o-¢)- MS (MALDI-TOF): m/z
caled for CsqHy0;N;O05P (M'): 902.748; found 902.717.

General protocol for the synthesis of cationic
lipophosphoramidates with two identical alkyl chains

Synthesis of 0,0-phytanyl-N-(2-dimethylaminoethyl)phos-
phoramidate 19. Method 1 (Atherton-Todd reaction): to a
solution of N,N-dimethylethylenediamine (0.38 g; 4.27 mmol)
in CH,Cl, (20 mL) with molecular sieves was added DIPEA
(1.10 g; 8.55 mmol). The reaction mixture was stirred at room
temperature for 5 min and then cooled down with an ice water
bath. Diphytanylphosphite (2.50 g; 3.89 mmol) and bromotri-
chloromethane (8.48 g; 42.76 mmol) were then added succes-
sively. The reaction mixture was stirred at 0-5 °C for 1 h, and
then at room temperature for 5 h. Evaporation of the solvent
produced a residue that was dissolved in diethyl ether. Fil-
tration and evaporation of the solvent were performed. The
compound was purified by flash chromatography using
dichloromethane-methanol as an eluent to produce a yellow
oil (22% yield; 0.62 g).

Synthesis of 0,0-dioleyl-N-(2-dimethylaminoethyl)phosphor-
amidate 17. Method 2: Triethylamine (5.71 mL; 41.1 mmol)
was added to a cooled (0 °C) solution of POCl; (3.00 g;
19.6 mmol) in diethylether (20 mL) and placed under an argon
atmosphere. Oleyl alcohol (10.50 g; 39.1 mmol) was slowly
added at 0 °C. This solution was further stirred for 5 h while
the temperature was slowly increased up to 20 °C. Then, a solu-
tion of N,N-dimethylethylenediamine (1.72 g; 19.6 mmol) and
triethylamine (2.27 mL; 16.3 mmol) in diethylether (5 mL) was
added and the solution was stirred for 1 h. Finally, diethyl-
ether was added (50 mL) and the solution was washed with
brine. The organic layer was dried over MgS0,, filtered and
concentrated under reduced pressure to produce the desired
compound as an oil that was engaged in the next step without
any further purification (73% yield; 9.58 g).

Synthesis of 2-(0,0-dioleylphosph idoyl)-ethyltrimethy-
lammonium iodide 18. Methyl iodide (5.00 mL) was added to
a solution of 0,0-dioleyl-N-(2-dimethylaminoethyl)phosphor-
amidate 17 (1.0 g; 1.49 mmol; 1 eq.) in 10 mL of CH,Cl,. The
mixture was stirred at R.T. overnight. The excess of methyl
iodide and CH,Cl, was removed under vacuum. The com-
pound was purified by chromatography on silica gel to give the
compound (68% yield; 0.82 g).

0,0-Dilauryl-N-(2-dimethylaminoethyl)phosphoramidate 15.
Isolated as a yellow oil (2.01 g; 55% yield) with method 1.
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'"H-NMR (400.04 MHz, CDCL): 0.87 (t, *Juw = 8 Hz,
6H, CH;); 1.25 (s, 40H, CH,); 1.66 (m, 4H, CH, P); 2.26 (s,
6H, N-(CH;)s); 2.45 (m, 2H, CH»-N-(CHj);); 3.05 (m, 2H,
NH-CH,); 3.97 (m, 4H, CH, «). *C-NMR (125.80 MHz, CDCL;):
14.00 (s, 2 x CHg); 22.58 (s, CH,); 25.51 (s, CH,); 29-30
(s, CH,); 30.31 (d, *Jep = 8 Hz, CH, P); 31.82 (s, CHa); 38.35
(s, CH,-NH); 44.84 (s, N(CHs)5); 59.49 (d, YJep = 7 Hz, CH,-
N(CH,),); 66.26 (d, *Jcp = 6 Hz, CH, a). *'"P-NMR (161.94 MHz,
CDCL): 9.8. IR (em™): 3210 (vnn); 1230 (vp—o); 987 (Up-o-c)-
MS (MALDI-TOF): m/z caled for C,5HgzN,03P (M + H): 505.450;
found 505.378.

2-(0,0-Dilaurylphosphoramidoyl}-ethyltrimethylammonium
iodide 16. Isolated as a yellow oil (0.20 g; 78% yield) by follow-
ing the same experimental protocol than the one used for the
synthesis of 18. "H-NMR (400.04 MHz, CDCL): 0.87 (t, */u =
8 Hz, 6H, CH,); 1.25 (s, 36H, CH,); 1.66 (m, 4H, CH, p); 3.45 (s,
9H, N~(CH;);); 3.60 (m, 2H, NH-CH,); 3.87 (t, *Juu = 8 Hz, 2H,
CH,-N—(CHy)3); 3.98 (m, 4H, CH, «); 445 (m, 1H, NH).
“C-NMR (125.80 MHz, CDCly): 14.16 (s, 2 x CH;); 22.73 (s,
CH,); 25.63 (s, CH,); 29-30 (s, CH,); 30.47 (d, /cp = 6 Hz, CH,
B); 31.96 (s, CH.,); 36.58 (NH-CH,); 54.91 (s, N(CH,);); 67.06 (s,
CH,-N(CH;);); 67.25 (d, %cp = 5 Hz, CH, a). *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCL,): 9.3. IR (cm™"): 3260 (vyy); 1225 (vp—o);
999 (vp_p-c)- MS (MALDI-TOF): m/z caled for C,gHgsN,O;P
(M"): 519.465; found 519.455.

0,0-Dioleyl-N-(2-dimethylaminoethyl)phosphoramidate 17.
Isolated as a yellow oil (9.58 g; 73% yield) with method
2. '"H-NMR (400.04 MHz, CDCL): 0.86 (t, *Jun = 8 Hz, 6H,
CH,); 1.25 (s, 44H, CH,); 1.63 (m, 4H, CH, p); 1.99 (m, 8H,
CH,-CH=CHY); 2.34 (s, 6H, N~(CH,),); 2.55 (t, > = 4 Hz, 2H,
CH,-N-(CH;)5); 3.05 (m, 2H, NH-CH,); 3.60 (m, 1H, NH); 3.96
(m, 4H, CH, a); 5.34 (m, 4H, CH=CH). "*C-NMR (125.80 MHz,
CDCL): 14.06 (s, 2 x CHy); 22.64 (s, CH,); 25.44 (s, CH,); 27.17
(s, CH=CH-CH,); 29-30 (s, CH,); 30.40 (d, ¥/ = 6 Hz, CH, p);
30.76 (s, CH,); 31.87 (s, CH,); 38.13 (s, CH,-NH); 44.72 (s,
N(CHa),); 59.62 (d, *Jcp = 6 Hz, CH,—-N(CHj),); 66.44 (d, YJcp =
5 Hz, CH, «); 129.72 (s, =CH); 129.91 (s, CH=CH).
*'P-NMR (161.94 MHz, CDCl;): 10.5. IR (em™): 1231 (vp—o);
965 (Vp-o-c). MS (MALDI-TOF): m/z caled for CioHgN,O;P
(M + H): 669.606; found 669.590.

2-(0,0-Dioleylphosphoramidoyl }-ethyltrimethylammonium
iodide 18. Isolated as a yellow oil (0.82 g; 68% yield) by follow-
ing the same experimental protocol as the one used for the
synthesis of 18. "H-NMR (400.04 MHz, CDCL): 0.87 (t, */y =
8 Hz, 6H, CHs); 1.25 (s, 44H, CH,); 1.65 (m, 4H, CH, B); 1.99
(m, 8H, CH,~CH=CH); 3.47 (s, 9H, N-(CH;)5); 3.55 (m, 2H,
NH-CH,); 3.86 (t, *Juy = 4 Hz, 2H, CH,-N-(CHj;);); 3.99 (m,
4H, CH, a); 4.45 (m, 1H, NH); 5.34 (m, 4H, CH=CH). “C-NMR
(125.80 MHz, CDCl;): 14.15 (s, 2 x CHa); 22.71 (s, CH,); 25.39
(s, CH,); 27.26 (s, CH=CH-CH,); 29-30 (s, CH,); 30.41 (d,
*Je» = 6 Hz, CH, f); 31.93 (s, CH); 36.20 (s, CH,-NH); 55.01 (s,
N(CH3)3); 66.76 (d, *Jcp = 6 Hz, CH,-N(CH,),); 67.44 (d, Y/cp =
5 Hz, CH, «); 129.77 (s, CH=CH); 130.11 (s, CH=CH).
*'P-NMR (161.94 MHz, CDCl5): 8.9. IR (cm™'): 1236 (vp—g); 970
(¢p-0-c)- MS (MALDI-TOF): m/z caled for CyHgyN,OzP (M'):
683.622; found 683.607.
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0,0-Phytanyl-N-(2-dimethylaminoethyl )phosphoramidate
19. Isolated as a yellow oil (0.62 g; 22% yield) with method 1.
'H-NMR (400.04 MHz, CDCl;): 0.87 (m, 30H); 1.00-1.70 (m,
48H, CH, phytanyl); 2.59 (s, 6H, N~(CH,),); 2.82 (m, 2H, CH,~
N—(CHs);); 3.24 (m, 2H, NH-CH,); 4.05 (m, 4H, CH, «).
"C-NMR (125.80 MHz, CDCl;): 19.40 to 19.80 (s, CH; phyta-
nyl); 22.64 (s, CH; phytanyl); 22.73 (s, CH; phytanyl); 24.36 (s,
CH, phytanyl); 24.50 (s, CH, phytanyl); 24.81 (s, CH, phyta-
nyl); 28.12 (s, CH phytanyl); 29.50 (s, CH phytanyl); 32.80 (s,
CH phytanyl); 37.30 to 37.50 (s, CH, phytanyl); 38.20 (s, NH-
CH,); 39.38 (s, CH, phytanyl); 44.77 (s, N(CHa),); 59.58 (s,
CH,-N(CH;),); 64.86 (d, YJep = 5 Hz, CH, «). *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCl3): 10.2. IR (em™"): 3219 (vu); 1229 (vp—0);
980 (vp-o-c). MS (MALDIFTOF): mfz caled for CiyHouN,OsP
(M + H): 729.700; found 729.677.

2-0,0-Diphytanylphosphoramidoyl }-ethyltrimethylammonium
iodide 20. Isolated as a yellow oil (0.12 g; 100% yield) by fol-
lowing the same experimental protocol as the one used for the
synthesis of 18. "H-NMR (400.04 MHz, CDCls): 0.87 (m, 30H);
1.00-1.70 (m, 48H, CH, phytanyl); 3.46 (s, 9H, N-(CH,),); 3.55
(m, 2H, NH-CH,); 3.87 (t, ¥uu = 8 Hz, 2H, CH,-N-(CH;););
4.02 (m, 4H, CH, a); 4.41 (m, 1H, NH). *C-NMR (125.80 MHz,
CDCL;): 19.40 to 19.80 (s, CH; phytanyl); 22.70 to 22.80 (s,
CH; phytanyl); 24.40 to 24.90 (s, CH, phytanyl); 28.02 (s,
CH phytanyl); 29.39 (s, CH phytanyl); 32.85 (s, CH phytanyl};
36.57 (s, NH-CH,); 37.20 to 37.60 (s, CH, phytanyl); 39.41
(s, CH, phytanyl); 55.01 (s, N(CHs);); 65.74 (d, ’Jep = 5 Hz,
CH, a); 66.80 (s, CH,-N(CH,);). *'P-NMR (161.94 MHz, CDCL,):
9.3. IR (em™"): 3237 (unu); 1228 (vp—o); 973 (vp-oc)- MS
(MALDI-TOF): m/z caled for Cy;sHggN,O5P (M'): 743.716; found
743.693.

0,0-Dimyristyl-N-(2-dimethylaminoethyl)phosphoramidate
21. Isolated as a yellow oil (6.65 g; 91% yield) with method 2.
'H-NMR (400.04 MHz, CDCL;): 0.87 (t, ;y = 8 Hz, 6H,
CH;); 1.24 (s, 44H, CH,); 1.66 (m, 4H, CH, B); 2.31 (s, 6H,
N-(CH3),); 2.50 (m, 2H, CH,-N-(CHj),); 3.05 (m, 2H, NH-CH,);
3.97 (m, 4H, CH, o). “C-NMR (125.80 MHz, CDCl;): 14.06 (s,
2 x CHg); 22.64 (s, CH,); 25.57 (s, CH,); 29-30 (s, CH,); 30.36
(d, *Jcp = 6 Hz, CH, P); 31.89 (s, CHa); 32.83 (s, CH,); 38.47
(s, CHa-NH); 44.95 (5, N(CH3),); 59.60 (d, ¥Jep = 6 Hz, CH»-N
(CHa),); 66.30 (d, *Jep = 5 Hz, CH, o). *'P-NMR (161.94 MHz,
CDCLy): 10.5. IR (em™"): 1232 (vo—o); 990 (¢p-0-c). MS (MALDI-
TOF): m/z caled for C;H;N,O3P (M + H): 561.512; found
561.512.

2-0,0-Dimyristylphosphoramidoyl }-ethyltrimethylammonium
iodide 22. Isolated as a white powder (0.32 g; 81% yield) by
following the same experimental protocol as the one used for
the synthesis of 18. '"H-NMR (400.04 MHz, CDCL,): 0.88 (t, */yyy =
8 Hz, 6H, CHy); 1.25 (s, 44H, CH.,); 1.65 (m, 4H, CH, p); 3.45
(s, 9H, N—(CH3)3); 3.58 (m, 2H, NH-CH,); 3.84 (t, }Jun = 8 Hz,
2H, CH,-N-(CH3);); 3.98 (m, 4H, CH, o). "“C-NMR
(125.80 MHz, CDCl;): 14.14 (s, 2 x CHy); 22.71 (s, CH,); 25.63
(s, CH,); 29-30 (s, CH,); 30.47 (d, *Jep = 6 Hz, CH, p); 31.95 (5,
CH,); 36.38 (s, CH,-NH); 54.94 (s, N(CHs)5); 66.95 (d, YJep =
6 Hz, CH,-N(CHa)s); 67.23 (d, Yfcp = 5 Hz, CH, «). *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCL3): 9.4. IR (em™): 1240 (vp—o); 988 (vp-0-c)-
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MS (MALDI-TOF): m/z caled for Cy3HzN204P (M'): 575.528;
found 575.484.

0,0-Stearyl-N-(2-dimethylaminoethyl)phosphoramidate  23.
Isolated as a yellow wax (6.86 g; 78% yield) with method 2.
'H-NMR (400.04 MHz, CDCL): 0.87 (t, *Juu = 8 Hz, 6H, CH,);
1.25 (s, 60H, CH,); 1.65 (m, 4H, CH, P); 2.26 (s, 6H,
N-(CHa),); 2.45 (m, 2H, CH,-N~(CH,),); 3.05 (m, 2H, NH-CH,);
3.97 (m, 4H, CH, a). *C-NMR (125.80 MHz, CDCL;): 14.07 (s,
2 % CH;); 22.66 (s, CHy); 25.59 (s, CH,); 29-30 (s, CH,); 30.38
(d, *Jer = 7 Hz, CH, f); 30.87 (s, CH,); 31.90 (s, CH,); 38.27 (s,
CH,-NH); 44.78 (s, N(CH;).); 59.52 (d, *Jcp = 6 Hz, CH,-N
(CH;),); 66.35 (d, *Jep = 5 Hz, CH; o). *'P-NMR (161.94 MHz,
CDClLy): 10.7. IR (em™): 3300 (pnn); 1220 (vp—o); 994 (tp-oc)-
MS (MALDI-TOF): m/z caled for CaoHgeN,O5P (M + H): 673.638;
found 673.652.

2-(0,0-Distearylphosphoramidoyl }-ethyltrimethylammonium
iodide 24. Isolated as a pale yellow wax (0.45 g; 72% yield) by
following the same experimental protocol as the one used for
the synthesis of 18. 'H-NMR (400.04 MHz, CDCl5): 0.87 (t, YJun =
8 Hz, 6H, CH,); 1.25 (s, 60H, CH,); 1.65 (m, 4H, CH, f); 3.46
(s, 9H, N-(CHj,),); 3.56 (m, 2H, NH-CH,); 3.87 (t, *Jun = 4 Hz,
2H, CH,-N—(CH,);); 3.99 (m, 4H, CH, «); 4.45 (m, 1H, NH).
BC-NMR (125.80 MHz, CDCL;): 14.14 (s, 2 x CHy); 22.71 (s,
CH,); 25.60 (s, CH,); 29-30 (s, CH,); 30.42 (d, *Jep = 7 Hz, CH, p);
31.95 (s, CH,); 36.23 (NH-CH,); 54.92 (s, N(CHs)s); 66.78 (s,
CH,-N(CH,);); 67.25 (d, *Jep = 6 Hz, CH, a). *'P-NMR
(161.94 MHz, CDCL3): 9.3. IR (cm™"): 3308 (vnu); 1240 (vp—o);
988 (vp-o-c). MS (MALDI-TOF): m/z caled for CyyHggN,O3P
(M"): 687.653; found 687.622.

Liposomes formulation

The cationic lipids were formulated as a liposomal solution by
using hydration of a lipid film. First, an aliquot of a concen-
trated solution of a desired lipid in chloroform (e.g. 2.22 mg,
1.0 mL) was placed in a glass tube and the solvent was evapor-
ated to produce a thin lipid film. Then 1 mL of water was
added on this film. After a hydration period (12 h except for
compound 20: 2 days) at 4 °C the solution was vortexed
(1 min) and sonicated (6 x 10 min) at 45 kHz using a VWR
ultrasonic bath. The size and the zeta potential of these formu-
lations were determined for each liposomal solution.

DNA condensation

Liposomal solutions were mixed with pDNA (3.7 kb, pCMV-
Luc) as follows: to 1 pg of pDNA in Optimem (Gibco) were
added cationic lipids at concentrations corresponding to =
charge ratios (CR) ranging from 1 to 8. These mixtures were
incubated for 30 min at RT. The complexes were subjected to
electrophoresis in 0.8% agarose gel at 100 V, 90 mA. The gel
was stained with ethidium bromide (10 mg mL™) in order to
be thereafter visualized using a UV transilluminator (Fischer
Bioblock]).

In vitro reporter gene measurements: luciferase assays

Cells were grown in MEM (16HBE, CFBE and SKMel28), or
DMEM (A549), supplemented with 10% bovine fetal serum,
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1% antibiotic or 0.4% for the SKMel28, and 1% i-glutamine, 3 G. Y. Wu and C. H. Wu, J. Biol. Chem., 1987, 262, 4429-

in a humidified incubator with 5% CO, at 37 °C. 4432,

The protocol of the experiments was similar to those pre- 4 (a) S. Mochizuki, N. Kanegae, K. Nishina, Y. Kamikawa,
viously reported.*®™ Shortly, cells were seeded 24 h before K. Koiwai, H. Masunaga and K. Sakurai, Biochim. Biophys.
transfection onto a 24-well plate at a density of 100000 cells Acta, 2013, 1828, 412-418; (b) M. Mével, C. Neveu,
per well and incubated overnight under a humidified 5% CO, C. Gongalves, ]. J. Yaouanc, C. Pichon, P. A. Jaffres and
atmosphere at 37 °C. About 200 pL of a solution of lipoplex P. Midoux, Chem. Commun., 2008, 3124-3126.
was added to each well. Lipofectamine (LFM) was used as a 5 W. Gao, J. M. Chan and O. C. Farokhzad, Mol. Pharm.,
positive control. After 2 h 30 min of incubation at 37 °C, 20 pL 2010, 7, 1913-1920.
of the surrounding was picked up to evaluate the toxicity of 6 (@) X. X. Zhang, T. J. McIntosh and M. W. Grinstaff, Bio-
each formulation (see below). The culture medium was chimie, 2012, 94, 42-58; (b) A. Fraix, T. Le Gall, M. Berchel,
removed to be replaced with fresh medium. Following a C. Denis, P. Lehn, T. Montier and P. A. Jaffres, Org. Biomol.
further 48 h incubation at 37 °C, the cells were lysed in order Chem., 2013, 11, 1650-1658.
to be assayed for luciferase expression using a chemilumine- 7 P. Yingyuad, M. Mevel, C. Prata, S. Furegati,
scent assay (Luciferase Assay System, Promega). The total C. Kontogiorgis, M. Thanou and A. D. Miller, Bioconjugate
protein content of the cell lysate was determined using the BC Chem., 2013, 24, 343-362.
assay kit (Uptima). Data are expressed as relative light units 8 S. J. Leung and M. Romanowski, Theranostics, 2012, 2,
(RLU) per milligram of total proteins (mean + SD with n = 3). 1020-1036.

9 S. Hernot and A. L. Klibanov, Adv. Drug Delivery Rev., 2008,
Evaluation of early toxicity 60, 1153-1166.
The toxicity of the different lipid-DNA complexes was deter- 10 D. Zhi, S. Zhang, B. Wang, Y. Zhao, B. Yang and S. Yu,
mined by a chemiluminescent assay (Toxilight -~ Cambrex, Bioconjugate Chem., 2010, 21, 563-577.
Li¢ge, Belgium). Briefly, this test consists of the measurements 11 (@) M. Berchel, T. Le Gall, H. Couthon-Gourves,
of the release of a normally cytoplasmic enzyme (adenylate J. P. Haelters, T. Montier, P. Midoux, P. Lehn and
kinase, AK) from damaged cells into the surrounding medium. P. A Jaffrés, Biochimie, 2012, 94, 33-41; (b) D. Zhi,
The reaction involves two steps. The first one requires the S. Zhang, S. Cui, Y. Zhao, Y. Wang and D. Zhao, Bioconju-
addition of ADP as a substrate for AK. In the presence of AK, gate Chem., 2013, 24, 487-519.
the ADP is converted to ATP for assay by bioluminescence. 12 (a) F. Lamarche, M. Mével, T. Montier, L. Burel-Deschamps,
Then, the bioluminescence method utilizes an enzyme Lucifer- P. Giamarchi, R. Tripier, T. Le Gall, D. Cartier, P. Lehn,
ase, which catalyzes the emission of photons from ATP and J. C. Clément and P. A. Jaffrés, Bioconjugate Chem., 2007,
luciferin. By combining both reactions, the emitted light inten- 18, 1575-1582; (b) M. Mével, T. Montier, F. Lamarche,
sity is directly related to the AK concentration. The relative P. Delépine, T. Le Gall, J. J. Yaouanc, P. A. Jaffrés,
light units (RLU) are conversely proportional to the intensity of D. Cartier, P. Lehn and J. C. Clément, Bioconjugate Chem.,
damage induced to the cells consequent to their exposure with 2007, 18, 1604-1611; () M. Meével, G. Breuzard,
the complexes studied. Untransfected cells were used to evalu- J.J. Yaouang, J. C. Clément, P. Lehn, C. Pichon, P. A. Jaffres
ate the AK background activity indicative of absence of toxicity. and P. Midoux, ChemBioChem, 2008, 9, 1462-1471;

(d) P. Midoux, C. Pichon, J. J. Yaouanc and P. A. Jaffrés,
Br. J. Pharmacol., 2009, 157, 166-178.
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3 Evaluation de lipophosphates cationiques, une nouvelle famille de lipides

cationiques pour le transfert de génes

Au cours de sa these, Stéphanie Le Corre (équipe « Phosphore et vectorisation », CNRS
UMR 6521) a également synthétisé des lipophosphates cationiques, une nouvelle famille de
lipides cationiques bio-inspirés, pour le transfert de génes. En effet, au cours de précédents
travaux, il a été démontré que la nature de la fonction phosphorée modifiait les propriétés
physico-chimiques des vecteurs en terme de fluidité et de fusogénicité [746,747]. L utilisation
de la fonction phosphorée résulte d’un certains nombre de critéres qui sont en lien avec les
lipoplexes (stabilité des complexes face aux barrieres extra et intracellulaires et instabilité des
lipoplexes dans les endosomes afin de faciliter la libération de I’ADNp). L’instabilité des
complexes dans les endosomes pourrait étre favorisée par une coupure chimique (hydrolyse)
ou enzymatique (phospholipase) du lipide cationique. Si cette coupure ne se produisait dans
I’endosome, elle pourrait faciliter la dégradation de ces vecteurs, qui comme les
phospholipides naturels posseédent une fonction phosphate, ce qui pourrait diminuer la toxicité
induite par ce type de composés. De plus, les lipophosphates ne posseédent pas de groupe
donneur de liaisons hydrogenes (contrairement aux phosphoramides), ce qui pourrait diminuer
la stabilité de ces composés apres internalisation cellulaire et ainsi favoriser la libération de
I’ADNp dans le cytoplasme. Pour cela, des séries de lipides cationiques caractérisés par un
groupe fonctionnel phosphate qui agit comme agent de liaison, deux chaines lipidiques
cationiques et une téte polaire, ont été synthétisés. Trois tetes polaires cationiques différentes
(N-méthyl imidazolium, pyridinium, et triméthylammonium) et chaines lipidiques (oléyle et
phytanyle) ont été utilisées, afin d’évaluer I’effet de la téte polaire et de la partie grasse sur
I’efficacité de transfection des lipides cationiques. Ces nouveaux composés présentaient une
bonne stabilité au stockage, sans risques de dégradation constatée apres quelques jours dans
l'eau ou dans un milieu faiblement acide (pH 5,5). Les essais in vitro ont montré que les
lipides monocationiques étaient plus efficaces que les lipides dicationiques sur les différentes
lignées transfectées. La géométrie particuliere de la téte polaire de dérivés dicationiques
contribue probablement a leur grande affinité pour 'ADN qui a son tour peut expliquer leur
faible efficacité en comparaison avec leur analogues monocationiques, en raison d'une
libération moins efficace de ' ADNp dans les cellules. Les dérivés monocationiques sont des
candidats prometteurs pour 1’évaluation in vivo (par injection systémique et/ou aérosolisation)

pour le transfert de génes dans les cellules épithéliales pulmonaires.
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Cationic dialkylarylphosphates: a new family of
bio-inspired cationic lipids for gene deliveryt
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In this work that aims to synthesize and evaluate new cationic lipids as vectors for gene delivery, we
report the synthesis of a series of cationic lipids in which a phosphate functional group acts as a linker to
assemble on a molecular scale, two lipid chains and one cationic polar head. The mono or dicationic
moiety is connected to the phosphate group by an aryl spacer. In this work, two synthesis strategies were
evaluated. The first used the Atherton-Todd coupling reaction to introduce a phenolic derivative to
dioleylphosphite. The second strategy used a sequential addition of lipid alcohol and a phenolic derivative
on POCls. The two methods are efficient, but the latter allows larger yields. Different polar head
groups were introduced, thus producing amphiphilic compounds possessing either one permanent
(N-methyl-imidazolium, pyridinium, trimethylammonium) or two permanent cationic charges. All these
cationic lipids were formulated as liposomal solutions and characterized (size and zeta potential). They
formed stable liposomal solutions both in water (at pH 7.0) and in a weakly acidic medium (at pH 5.5).
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Finally, this new generation of cationic lipids was used to deliver DNA into various human-derived epi-
thelial cells cultured in vitro. Compared with Lipofectamine used as a reference commercial lipofection
reagent, some cationic dialkylarylphosphates were able to demonstrate potent gene transfer abilities, and

www. rsc.orgf/obc notewaorthily, monocationic derivatives were much more efficient than dicationic analogues.
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Introduction

Cationic lipids constitute a broad family of synthetic vectors
that were first used as gene carriers by Felgner," Behr” and
Wu.® The design of new cationic lipids for nucleic acid delivery
aims to identify carriers with high transfection efficacies and
reduced toxicity. Interestingly, this type of vector can be readily
synthesised according to simple and efficient procedures,
which is an important feature with the aim of anticipating the
needs of large productions required for in vivo experi-
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ments. One important parameter, which must be carefully
addressed when cationic lipids are used for transfection, is
the stability of the supramolecular aggregates (lipoplexes)
formed when cationic liposomes are mixed with nucleic
acid constructs. Indeed, if robust lipoplexes are required
outside the cell, weak supramolecular aggregates are needed
after cell internalisation in order to facilitate nucleic acid
release from the endosomes. Cationic lipophosphoramidates
(Fig. 1A) are an efficient family of synthetic vectors for gene
delivery and, noteworthily, cationic polymers possessing this

— o CH
A 0\' ‘ @3
o p\’}’_(CHz)“‘:ll—CHs
A cH; ©
Z=N,P, As

Fig. 1 Chemical structure of cationic lipophosphoramidates (A) and
cationic or dicationic dialkylarylphosphates reported in this study (B).
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functionality (phosphoramidates) were also designed.’ One
interesting feature of lipophosphoramidates, in addition to
their in vitro and in vivo gene delivery efficacies,” is their facil-
ity of production from readily available lipid building blocks
(e.g. dioleylphosphite). Moreover, structural modifications can
be readily implemented to modify the lipid domain,® the polar
head group (guanidinium,” trimethylphosphonium or tri-
methylarsonium®) or the phosphorus-based linker (phosphor-
amidate or thiophosphoramidate?). All these possibilities also
permitted the introduction of additional functionalities to
produce fluorescent carriers (e.g. fluorescent probe),'® or red/
ox sensitive cationic lipids."" In addition, we observed that
some lipophosphoramidates have shown interesting bacteri-
cidal action simultaneously with their capacity to transfect
eukaryotic cells.”” In the present work, we have synthesised a
new series of cationic lipids possessing a phosphate functional
group (dialkyl aryl phosphate; Fig. 1B) that acts as a linker
between the hydrophobic domain and the cationic polar
region. With cationic lipids possessing an arylphosphate
linker, it can be expected to produce less stable lipoplexes (a
characteristic that should favour the endosomal escape), when
compared to lipophosphoramidates, due to (i) the replacement
of the NH group by an oxygen atom that removes a group
acting as a hydrogen bond donor, (ii) arylphosphate function
being known to be a good leaving group after nucleophilic
addition on the phosphorus atom and (iii) the ability of the
natural enzymatic system (e.g. phospholipases) to cleave phos-
phate groups, thus facilitating the catabolism and sub-
sequently the elimination of these cationic lipids after
transfection. A recent study reporting the use of phenyl ester
of hydroxymethylenediphosphonate as a prodrug indicates
that the P-O-Ar bond can be indeed cleaved by phospho-
diesterase.'® We report herein the synthesis of a series of cat-
ionic arylphosphate-based amphiphiles possessing different
types of cationic polar head (e.g. trimethylammonium, methy-
limidazolium, and pyridinium groups). Additionally, the syn-
thesis of dicationic derivatives is also reported. Then, the
capacity of these cationic lipids to produce liposomal solutions
is studied jointly with the ability of these liposomal solu-
tions to produce lipoplexes after mixing with a plasmid
DNA (pDNA). Finally, these new vectors were evaluated as
gene carriers in in vitro assays and their cytotoxicity was
determined.

Results and discussion

The synthesis of cationic lipophosphates reported herein was
directly inspired by our previous studies dedicated to the syn-
thesis and use of cationic lipophophoramidates. We aimed to
keep the synthetic scheme unchanged because the lipid build-
ing blocks (e.g. dioleyl phosphite) were readily synthesised.
Accordingly, the first step is based on an Atherton-Todd coup-
ling'* between a selected phosphite and a functional phenol.
It is noteworthy that the Atherton-Todd reaction is efficient
with phenol whereas it is almost inefficient with alcohol due

This jounal is © The Royal Society of Chernistry 2015
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to the lower nucleophilicity. Consequently, we used 4-hydroxy-
methylphenol as the substrate because the alcohol functional
group can subsequently be transformed in a suitable func-
tional group that allows the incorporation of a cationic group.
To evaluate the stability of the targeting compounds (Fig. 1B)
the synthesis was first achieved with diethylphosphite as the
starting compound (Fig. 2). The Atherton-Todd reaction was
achieved in 62% yield. This modest yield was attributed to the
low solubility of 4-hydroxymethylphenol in dichloromethane.
After different attempts, the best method consisted of incor-
porating this compound in its powder form directly in the
reaction media. Despite the formation of phosphate as side
products, the expected compound was purified by chromato-
graphy on silica gel. In all our attempts, the product that
would have resulted from the reaction of the alcohol func-
tional group was never detected. Then, compound 1 was
engaged in an Appel reaction to produce the expected bromo
derivative 2 in high yield. The exchange of the halogen (Finkel-
stein reaction) to introduce iodide was readily achieved (not
shown in Fig. 2), but its replacement was not necessary to
produce cationic lipids by reaction with N-methylimidazole or
pyridine. It must be noted that the aryl group present in com-
pound 3 or 4 may act as a good leaving group, especially due
to the presence of the cationic charge at the benzylic position.
It can be expected that the stability of this kind of cationic aryl-
phosphate towards nucleophilic species could be influenced
by the presence of a cationic group in the benzylic position. In
other studies, it was indeed shown that the substitution on
triarylphosphate (e.g.  tris(p-nitrophenyl)phosphate) deeply
influenced the rate of hydrolysis at pH 6 or 9.'* However, other
aryldialkylphosphates like some derived from homocamp-
tothecin exhibited good stability in water at pH 3 or 7.4."° In
view of these data from the literature, the stability of com-
pound 3 in water was evaluated. This compound was placed in
D,0 and was left at 20 °C for 20 days. NMR spectroscopy
assessed its stability under these conditions, meaning that
the synthesis of amphiphilic compounds with this motif

HO
o CH_Cl; anhydrous
EO.L vceta _ €02 O OH
E0" “H — " o
DIPEA 62% =
’ OH 1
+ CBICly
CBry/PPhy o
CHCl,  EtO.0 a
1 —— gt °
97% 2
N )
B e
2 40°C, 16h Emfﬂ@—/ Br
90%

= NN
3z \—/

4 Z=WND

Fig. 2 Synthesis of cationic diethylphosphoramidates via Atherton-
Todd reaction.
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(dialkylarylphosphate) should have sufficient water stability to
prepare liposomal solutions. With more drastic conditions
(HEPES buffer at pH 5.5) that aim to mimic the acidity of endo-
somes, we actually found that the phosphate functional group
was kept unaffected after 24 h at either 20 °C or at 37 °C. This
result indicated that under these experimental conditions the
cationic aryldialkyl-lipophosphate exhibited high stability.

The synthesis of the lipophosphate 7, which is a bis-oleyl
analogue of compound 1, was first attempted using the same
synthetic pathway as those reported in Fig. 2. The yield was
modest (38%) due to the formation of side products and also,
due to the purification step which is more laborious than with
compound 1. However, this reaction can be reproduced and
sufficient quantities were isolated (200 mg per batch) for the
subsequent synthesis steps (Fig. 3). An alternative method was
achieved (method B, Fig. 4), which was based on a recent pro-
tocol applied to produce cationic lipids from POCI;."” Herein,
two equivalents of oleyl alcohol were first added to POCI; in
diethylether. The completeness of this step was checked by *'P
NMR before the addition of dichloromethane and 4-hydroxy-
methylphenol (powder). After purification, the lipophosphate
was isolated in 45% yield. Interestingly, these conditions of
reaction were readily applied to produce 1.0 to 2.7 g of the
pure phosphate 7. Finally, a third method was attempted
(method C, Fig. 4). Herein, 4-hydroxybenzaldehyde, which is
fully soluble in dichloromethane, was engaged in an Atherton-
Todd reaction with dioleylphosphite 5. The aldehyde 6 was iso-
lated with an excellent yield (97%). The higher solubility of
this reagent in dichloromethane but also the higher acidity of
the phenol functional group (pK, = 7 for 4-hydroxybenzalde-
hyde, whereas the pK, of 4-hydroxymethylphenol is 15) likely

o CBry/PhsP
N H CH.Cl

/F\o P
B i e e VN
o ( > o°c, 2h\

Nal =
g e N o
Acetone 0

. P Br
20°C ~
R
16h o OQ_/

89%

=N
or
,N.f’

ave| NI o
16h | N(CHy)a
100%

(o] Q @
|l .
— /P\OGJ =)

o 1

= wNTNT =
10 (BSV 120) Z N 12 (BSV122) Z= N(CHg)y

11(8SV 121) Z= WND

Fig. 3 Synthetic scheme wused to produce monocationic aryl-
lipophosphates.
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explained the excellent yields. Interestingly, the nucleophilic
addition of the deprotonated phosphite on the aldehyde func-
tional group (Pudovik reaction'®) was never observed. The
reduction of the aldehyde functional group with NaBH, pro-
duced the alcohol 7 with 75% yield. However, the workup of
this reaction and the purification of compound 7 with this
method were tedious due to the amount of salt present in the
reaction media. Altogether the methods A and B were chosen
for the production of compound 7 in sufficient quantities to
achieve the next steps.

Compound 7 was transformed into the bromo derivative 8
(Appel reaction) in 54% yield (Fig. 3). Before the synthesis of
the cationic lipid, a halogen exchange reaction (Finkelstein
reaction) can be applied to compound 8 to replace the
bromide atom by the iodine atom. This exchange is not
necessary for the introduction of the cationic group. Accord-
ingly, the bromo derivative 8 was transformed into the iodo
compound 9 (89% yield). Then, three different cationic polar
heads were introduced. It can be indeed anticipated that the
nature of the cationic polar head can influence the transfec-
tion efficacies as previously observed.”'? Herein, the cationic
group was either N-methylimidazolium (10), pyridinium (11)
or trimethylammonium (12).

After the synthesis of monocationic lipophosphates, the
procedure was further used to produce dicationic derivatives.
It is first important to underline the interest of dicationic
amphiphilic compounds for gene transfer experiments. Cat-
ionic lipid/DNA complexes are characterized by their charge
ratio (CR) which corresponds to the number of positive
charges (provided by the cationic lipid) to the number of nega-
tive charges (from the nucleic acid). The reduction of the
quantities of cationic lipids in a selected formulation may be
beneficial, in particular with a view to reduce the potential
side effects on the host cells or animals. However, the
reduction of the quantities of cationic lipid directly impacts
the CR that can, consequently, produce unstable lipoplexes
solution (colloidal instability). Accordingly, the use of dicatio-
nic*” or polycationic amphiphiles permits to reduce the quan-
tity of cationic lipids while keeping the CR unchanged. This
strategy is also valuable for the delivery of genes by aerosolisa-
tion or instillation since high quantities of pDNA must be
placed in a reduced volume.”" The synthesis of dicationic aryl-
dialkylphosphates was performed from POCI; (Fig. 5) and was
inspired by a methodology that we have developed to produce
cationic lipids incorporating two different lipid domains."”
This methodology started by the addition of two equivalents of
oleyl alcohol or phythanol followed by the addition of 3,5-
dibromomethylphenol. The expected dibromophosphates were
isolated with 27% (14) and 57% (15), respectively, on a 2.5 to
5.7 grams scale. Oleyl®” and phytanyl®® chains were selected as
lipid domains on the basis of previous reports that have shown
the high transfection efficacies obtained with cationic lipids
possessing this type of hydrophobic domain. The halogen
exchange was applied only to the oleyl derivatives to produce
the bis-iodide derivative 16 (86% yield). Then compound 15
or 16 was mixed with two equivalents of N-methylimidazole,
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Fig. 4 Synthesis of dioleylarylphosphate 7 via Atherton-Todd reaction or the POCls procedure.
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Fig. 5 Synthetic scheme used to produce dicationic aryl-lipophosphates.

pyridine or trimethylamine to produce the dicationic deriva-
tives possessing two oleyl chains (17-19) or two phytanyl
chains (20-22). The compounds 17-22 were isolated in
sufficient quantities (between 0.12 and 0.23 g) to study their
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capacity to condense a pDNA and to conduct gene transfection
experiments. The monocationic phosphates 10-12 and 17-22
were formulated as liposomal solutions by hydration of a lipid
film (1.5 mmol L™") in water for 18 h. After mixing (vortex) and
sonication, all these mono or dicationic lipids produced lipo-
somal solutions that were thereafter characterized by DLS and
zeta measurements (Table SI-11). The sizes varied from 70 to
250 nm, dicationic derivatives producing smaller particles
when compared to monocationic ones. In every instance, the
zeta potential was clearly positive, varying from +40 to +50 mV
for monocationic derivatives and from +50 to +84 mV for di-
cationic derivatives.

Next, the ability of monocationic and dicationic lipophos-
phates to interact with a pDNA was evaluated. First, DNA
retardation assays by agarose gel electrophoresis were achieved
at different CR, from CR1 to CRS8. The results obtained
(Fig. SI-21) showed that the dicationic compounds were able to
fully condense DNA from CR2 or CR4 whereas monocationic
derivatives were much less efficient, traces of free pDNA being
still observed at CR8. With the aim to evaluate the stability of
the lipoplexes formed, a dismantling experiment was then
carried out, 11 and 19 being used as representative monocatio-
nic and dicationic lipophosphates, respectively. For this
purpose, lipoplexes formed at CR2, CR4, and CR8 were incu-
bated with increasing quantities of dextran sulfate (DS). In this
experiment, DS was used as a counter-poly-anion capable of
competing with DNA for electrostatic interaction with the cat-
ionic lipids. The dismantling of preformed lipoplexes led to
the release of free DNA. By quantifying the recovery of fluo-
rescence on agarose gel, it was thus possible to compare the
resistance to dissociation - ie. the stability - of the various
lipoplexes considered. This showed that the fluorescence of
naked uncomplexed DNA (ie. 100% fluorescence) can be
recovered from 11-based lipoplexes incubated with DS at 2 or
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Fig. 6 Ability of a monocationic (11, left panels) and a dicationic (19, right
panels) aryl-lipophosphates to maintain condensed the super-coiled form
of a pDNA in presence of dextran sulfate (DS). Agarose gel electrophoresis
(A) and quantification of fluorescence intensities (B) for lipoplexes pre-
pared at CR2 (a), CR4 (b), and CR8 (c) incubated at RT with either
OptiMEM or OptiMEM containing increasing quantities of DS. Ctrl, naked
uncomplexed DNA; its fluorescence intensity is given the value of 100%.

4 pg pg' DNA whereas only residual fluorescence was
obtained from 19-based lipoplexes incubated with DS at the
same doses (Fig. 6). Altogether, these results demonstrated
that the dicationic lipophosphates are much more efficient
than their monocationic analogues both to condense and to
retain condensed DNA.

Next, we evaluated the transfection efficacies of monocatio-
nic and dicationic derivatives. For this purpose, four human-
derived cell lines were used (A549, 16HBE, CFBE, and
SKMel28). Lipoplexes were formed at different CR by mixing
the various cationic lipids with a luciferase-encoding pDNA.
The best results were obtained at CR2 and CR4 (see Fig. 7 and
SI-837). Each figure summarises the experiments that were rea-
lized in triplicate the same day on the same batch of cultured
cells. It is first observed that the monocationic amphiphilic
compounds (Fig. 7, panel A) are more efficient than the di-
cationic derivatives (Fig. 7 panels B and C). Among the mono-
cationic compounds, their efficacy is clearly optimum at CR4.
The transfection efficacies of compounds 10, 11 and 12 are
actually very close, with a slight advantage to the pyridinium
derivative 11. The dicationic derivatives were 10 to 100 fold
less efficient than the monocationic derivatives. In this series
of dicationic compounds the lipid chain is either an oleyl
(17-19) or a phytanyl chain (20-22). However, we cannot point
out any major difference in transfection efficacies between
these two series of compounds. It is hypothesized that the
higher compaction property of dicationic derivatives, which is
likely explained by the cooperative effect of the two cationic
charges, might limit the dissociation of pDNA from the cat-
ionic lipid after endocytosis. The lipoplexes dismantling exper-
iment (Fig. 6) and a complementary transfection assay
(Fig. SI-47) support this hypothesis. The geometry of the cat-
ionic polar head may also explain this result since we found
that linear shaped dicationic lipids produced high transfection
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efficacies.’® With respect to the toxicity of this series of com-
pounds (see SI-51) which was evaluated by the extracellular
quantification of a cytosolic enzyme (adenylate kinase), no sig-
nificant differences were observed between the different cat-
ionic lipids, or with the references.

Conclusion

We report herein the synthesis of cationic lipids characterized
by a dialkylarylphosphate group that acts as a linker between
the hydrophobic domain and the cationic polar head. The
access to this type of cationic amphiphile was achieved accord-
ing to two methods that made use of the Atherton-Todd coup-
ling of lipid-based phosphite with a phenol derivative and a
third method that started from POCI;. Different cationic polar
heads (N-methyl imidazolium, pyridinium, and trimethylam-
monium) and various lipid chains (oleyl or phytanyl) were
incorporated into the structure of these new cationic lipids.
They were formulated as liposomal solutions. It was first
noticed that they exhibited good stability during storage, no
degradation being evidenced after a few days in water or in a
weakly acidic medium (pH 5.5). Next, the liposomes prepared
from these various cationic lipids were tested as vectors for gene
delivery into four human-derived cell lines. They demonstrated
positive gene transfer abilities, despite great differences in
efficiency being observed between all these derivatives.
Especially, monocationic derivatives were much more efficient
than dicationic lipids. The particular geometry of the polar
head of dicationic derivatives likely contributes to their great
affinity for DNA that in turn may explain their poor gene deliv-
ery potency - as compared with monocationie analogues - due
to an inefficient release of DNA inside the cells. The use of the
most promising cationic lipophosphates (the monocationic
compounds 10, 11 and 12) will be tested in vivo either by i.v.
injection® or by aerosolization with the aim to transfect lung
epithelial cells.

Experimental section

Solvents were dried with a solvent purification system MBraun-
SPS (THF, CH,Cl,). All compounds were fully characterized by
'H (500.13 or 400.133 or 300.135 MHz), “C (125.773 or
75.480 MHz) and *'P (161.970 or 121.498 MHz) NMR spec-
troscopy (Bruker AC 300, Avance DRX 400 and Avance DRX 500
spectrometers). The lipids were purified by flash chromato-
graphy (GRACE REVELERIS Flash Chromatography System)
equipped with UV and DLS detectors allowing the attestation
of the high purity (>95%) of the purified compounds. Coupling
constants J are given in hertz. The following abbreviations
were used: s for singlet, d for doublet, t for triplet, q for quad-
ruplet, gt for quintuplet, m for multiplet and dt for doublet of
triplets. When needed, 3¢ and *'P heteronuclear HMQC and
HMBC were used to unambiguously establish molecular struc-
tures. Mass spectroscopy analyses were performed at Brest
(service commun de spectrometrie de masse) on a Bruker

This jounal is ® The Royal Society of Chemistry 2015




Published on 11 November 2014. Downloaded by University de Bretagne Occidentale on 05/01/2015 06:06:26.

Organic & Biomolecular Chemistry

Chapitre V : Résultats

View Article Online

Paper

Panel A: In vitro transfection efficiency (RLU/mg of protein)
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Fig. 7 Transfection efficacies of mono (Panel A) and dicationic dialkylarylphosphates (Panel B and C) as determined using a luciferase-encoding
pDNA and three lung cell lines (A549, 16HBE and CFBE). The transfection efficacy is expressed in the unit of RLU mg~* of proteins. LFM, lipofecta-
mine (Invitrogen) (n = 3). Untransfected cells and cells exposed to naked (uncomplexed) DNA were used as negative controls.

Autoflex MALDI TOF-TOF III LRF200 CID. Commercial com-
pounds [Oleyl alcohol 85%, 2-bromoethylamine hydrobromide]
were used as received except DIPEA which was distilled over
KOH. 0,0-Dioleylphosphite 5% and 3,5-Bis(bromomethyl)-
phenol® 13 were synthesized according to a reported pro-
cedure. The mean particle diameter and zeta potential (E) of
the liposomes and lipoplexes were measured using a Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments) at 25 °C (see ESIT).
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General protocol for the synthesis of dialkyl-arylphosphate
from dialkylphosphite

0,0-Diethyl 4-(hydroxymethyl)phenyl phosphate 1. To a
solution of 4-hydroxybenzyl alcohol (1.98 g; 15.9 mmol) in
CH,CL (30 mL) with molecular sieves was added DIPEA
(5.61 g; 43.4 mmol). The reaction mixture is stirred at room
temperature for 5 min and then cooled down with an ice water
bath. Diethylphosphite (2.00 g; 14.5 mmol) and bromotri-
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chloromethane (5.74 g; 28.9 mmol) were then added succes-
sively. The reaction mixture was stirred at 0-5 °C for 1 h, then
at room temperature for 5 h. The evaporation of the solvent
produced a residue that was dissolved in diethyl ether. After
filtration and evaporation of the solvent, the crude product
was purified by flash chromatography using hexane-ethyl
acetate as an eluent to produce a yellow oil (2.32 g; 62%).
'H-NMR (400.08 MHz, CDCl;): 1.34 (t, %[,y = 8 Hz, 6H, 2 x
0-CH,-CH); 4.21 (m, 4H, 2 x O-CH,~CHj); 4.66 (s, 2H, CH,~
OH); 7.19 (d, *Juu = 8 Hz, 2H, C,-H and Ce-H); 7.32 (d, Juu =
8 Hz, 2H, C;-H and Cs-H). *C-NMR (125.80 MHz, CDCl,):
15.55 (d, Jep = 6 Hz, 2 x O-CH,~CH;); 63.15 (s, CH,~OH);
64.31 (d, ¥cp = 6 Hz, 2 x O-CH,~CHj); 119.20 (s, C; and Ce);
127.72 (s, C; and Cs); 138.18 (s, Cy); 149.07 (s, Cy). *'P-NMR
(161.97 MHz, CDCl;): —5.1. MS (MALDI-TOF): m/z caled for
C1Hy505P (M + H): 261.089; found 261.049.

0,0-Diethyl 4-(bromomethyl)phenyl phosphate 2. To the
solution of carbon tetrabromide (0.77 g; 2.31 mmol) and
diethyl 4-(hydroxymethyl] phenyl phosphate (0.50 g;
1.92 mmol) in 8 mL of CH,Cl, was added triphenylphosphine
(0.61 g; 2.31 mmol) at 0 °C. The resulting mixture was stirred
for 2 h. The compound was purified by flash chromatography
using hexane-ethyl acetate as an eluent in a yield 97% (0.60 g;
97%). "H-NMR (400.08 MHz, CDCL;): 1.35 (t, *Ju = 8 Hz, 6H,
2 % O-CH,—CHy); 4.21 (m, 4H, 2 x O-CH,-CH,); 4.47 (s, 2H,
CHy-Br); 7.19 (d, ¥un = 8 Hz, 2H, C,-H and C-H); 7.36
(d, *Jimx = 8 Hz, 2H, C;-H and C;-H). C-NMR (100.59 MHz,
CcDCly): 15.88 (d, Yep = 6 Hz, 2 x O-CH,-CH); 32.46
(s, CH,-Br); 64.51 (d, YJep = 6 Hz, 2 x O-CH,~CH;); 120.05
(s, C; and Cg); 130.33 (s, C; and Cs); 134.36 (s, Cy); 150.41 (s,
Cy). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCl;): —5.3. MS (MALDI-TOF):
m/z caled for Cy,H,;BrO,P (M + H): 323.005; found 322.979.

{4{(0,0-Diethylphosphoryl)oxy]phenyl}methylmethyl imida-
zolium bromide 3. To a solution of diethyl 4-(bromomethyl)
phenyl phosphate (0.10 g; 0.31 mmol) was added 1-methyl-
imidazole (25 pL; 0.31 mmol). The reaction mixture is stirred
at 40 °C for 15 h (125 mg; 90%). 'H-NMR (400.08 MHz,
CDCl;): 1.36 (t, Jup = 8 Hz, 6H, 2 x 0-CH,-CH;); 4.02 (s, 3H,
CH3-N); 4.20 (m, 4H, 2 x O-CH,-CH3); 5.57 (s, 2H, CH,-N);
7.24 (m, 4H, C,-H and Ce-H and N-CH=CH); 7.53 (d, *Jun =
8 Hz, 2H, C;-H and C;-H); 10.57 (s, 1H, CH=N). “C-NMR
(100.59 MHz, CDCL;): 16.10 (d, *Jcp = 6 Hz, 2 x O-CH,-CH,);
36.72 (s, CH5-N); 52.58 (s, CH,-N); 64.90 (d, *Jcp = 6 Hz, 2 x
0-CH,-CH,); 120.94 (s, C, and Cg); 121.71 (s, NCH=CHN);
123.10 (s, NCH=CHN); 129.84 (s, C,); 130.84 (s, C; and C.);
151.60 (s, Cy). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCLy): —5.4.

{4-[(0,0-Diethylphosphoryl)oxy]phenyl}methylpyridinium
bromide 4. To a solution of diethyl 4-(bromomethyl)phenyl
phosphate (0.10 g; 0.31 mmol) was added pyridine (0.25 mL;
3.09 mmol). The reaction mixture is stirred at 40 °C for 15 h
and then evaporated (124 mg; 90%). 'H-NMR (400.08 MHz,
CDCl3): 1.35 (t, *Jun = 8 Hz, 6H, 2 x O-CH,-CH;); 4.20 (m, 4H,
2 x 0-CH,~CH;); 6.31 (s, 2H, CH>-N); 7.20 (d, *Jus = 8 Hz, 2H,
Co-H and Ce-H); 7.77 (d, *Jun = 8 Hz, 2H, C;-H and Cs-H);
7.98 (t, *Jun = 8 Hz, 2H, H,,,); 8.42 (t, *fuu = 8 Hz, 1H, Hy,);
9.61 (t, i = 8 Hz, 2H, H,,,,). “C-NMR (100.59 MHz, CDCL,):
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16.12 (d, Yep = 6 Hz, 2 x O-CH,-CHj); 63.18 (s, CH,-N); 64.91
(d, ¥ep = 6 Hz, 2 x O-CH,-CHs); 121.26 (s, C and Cg); 128.20
(8, Cpye); 129.69 (s, Ca); 131.62 (5, Cs and Cs); 145.12 (5, Cpy;
151.98 (5, C,). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCly): —5.4.

0,0-Dioleyl 4-formylphenyl phosphate 6. To a solution of
4-hydroxybenzaldehyde (0.46 g; 3.77 mmol) in CH,Cl, (20 mL)
with molecular sieves was added DIPEA (1.33 g; 10.29 mmol).
The reaction mixture is stirred at room temperature for 5 min
and then cooled down with an ice water bath. Dioleylphosphite
(2.00 g; 3.43 mmol) and bromotrichloromethane (1.36 g;
6.86 mmol] were then added successively. The reaction
mixture was stirred at 0-5 °C for 1 h, then at room temperature
for 5 h. Evaporation of the solvent produced a residue that was
dissolved in diethyl ether. After filtration of the solution, the
solvent was removed in vacuo. The compound was purified by
flash chromatography using CH,Cl,-methanol as an eluent
to produce a colourless oil (2.29 g 95% yield). 'H-NMR
(400.08 MHz, CDCls): 0.88 (t, Yun = 8 Hz, 6H, CH,); 1.26
(s, 44H, CH,); 1.69 (m, 4H, CH, p); 2.00 (m, 8H, CH,-CH=CH);
4.15 (m, 4H, CH, o); 5.34 (m, 4H, CH=CH); 7.38 (d, fuu =
8 Hz, 2H, C,-H and C.-H); 7.89 (d, Juy = 8 Hz, 2H, C,-H and
Ce-H); 9.97 (s, 1H, CHO). *C-NMR (125.75 MHz, CDCl,): 14.50
(s, 2 % CH,); 22.81 (s, CH,); 25.60 (s, CH,); 27.13 (s, CH=CH-CH,);
29-30 (s, CH,); 68.94 (d, *Jcp = 6 Hz, CH, a); 120.46 (s, C; and
Ce); 129.66 (s, CH=CH); 129.95 (s, CH=CH); 131.60 (s, C; and
Cs); 133.21 (s, C4); 155.50 (s, Cy); 190.63 (5, CHO). *'P-NMR
(161.97 MHz, CDCl;): —5.6. MS (MALDI-TOF): m/z caled for
C43H;75NaOsP (M + Na): 725.525; found 725.484.

0,0-Dioleyl 4-(hydroxymethyl)phenyl phosphate 7. To a
solution of 4-hydroxybenzyl alcohol (0.23 g; 1.9 mmol) in
CH,Cl; (9 mL) with molecular sieves was added DIPEA (0.66 g;
5.1 mmol). The reaction mixture was stirred at room tempera-
ture for 5 min and then cooled down with an ice water bath.
Dioleyle phosphite (1.00 g; 1.7 mmol) and bromotrichloro-
methane (0.66 g; 3.4 mmol) were then added successively. The
reaction mixture was stirred at 0-5 °C for 1 h, and then at
room temperature for 5 h. The evaporation of the solvent pro-
duced a residue that was dissolved in diethyl ether. After fil-
tration and evaporation of the solvent, the crude product was
purified by flash chromatography using CH,Cl,-methanol as
an eluent to produce a yellow oil (0.45 g; 38%). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCL): 0.87 (t, *funw = 6 Hz, 6H, CHy);
1.26 (s, 44H, CH,); 1.66 (m, 4H, CH, p); 1.99 (m, 8H,
CH,-CH=CH); 4.12 (m, 4H, CH, «); 4.64 (s, 2H, CH,-OH);
5.34 (m, 4H, CH=CH); 7.18 (d, *Jux = 8 Hz, 2H, C,-H and
Ce—H); 7.31 (d, *Jun = 8 Hz, 2H, C3-H and Cs-H). “C-NMR
(125.75 MHz, CDCL,): 14.12 (s, 2 x CH,); 22.70 (s, CH,); 25.41
(s, CH,); 27.24 (s, CH=CH-CH,); 29-30 (s, CH,); 30.22 (d,
Jep = 6 Hz, CH, P); 31.93 (s, CH,); 32.63 (s, CH,); 64.57 (s,
CH,-OH); 68.65 (d, >/cp = 6 Hz, CH, af; 115.38 (s, C, and Cy);
127.72 (s, C; and Cs); 129.56 (s, CH=CH); 129.76 (s, CH=CH);
137.72 (s, C4); 150.13 (5, C,). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCl,):
—4.9. MS (MALDI-TOF): m/z caled for C43H77NaOsP (M + Na):
727.541; found 727.514.

0,0-Dioleyl 4-(bromomethyl)phenyl phosphate 8. To the
solution of carbon tetrabromide (0.42 g; 1.28 mmol) and
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dioleyl 4-(hydroxymethyl)phenyl phosphate (0.43 g; 0.61 mmol)
in 7 mL of CH,Cl, was added triphenylphosphine (0.33 g;
1.28 mmol) at 0 °C. The resulting mixture was stirred for 2 h.
The compound was purified by flash chromatography using
CH,Cl,-methanol as an eluent in 54% yield (0.25 g; 54%).
'H-NMR (400.04 MHz, CDCL;): 0.87 (t, *Juu = 6 Hz, 6H, CH,);
1.26 (s, 44H, CH,); 1.67 (m, 4H, CH, B); 1.99 (m, 8H, CH,-
CH=CH); 4.12 (m, 4H, CH, «); 4.45 (s, 2H, CH,-Br); 5.33 (m,
4H, CH=CH); 7.17 (d, *Jun = 8 Hz, 2H, C,-H and C4-H); 7.34
(d, *luu = 8 Hz, 2H, C;-H and Cs-H). C-NMR (125.75 MHz,
CDCly): 14.14 (s, 2 x CH3); 22.69 (s, CH,); 25.38 (s, CH,); 27.22
(s, CH=CH-CH,); 29-30 (s, CH,); 30.24 (d, *cp = 6 Hz, CH, p);
31.86 (s, CH,—Br); 32.61 (5, CH,); 68.67 (d, “Jep = 6 Hz, CH, a);
120.31 (s, C, and Cg); 129.75 (s, C; and Cs); 130.21 (s,
CH=CH); 130.47 (s, CH=CH); 134.46 (s, C,); 150.20 (s, C,).
*'P-NMR (161.97 MHz, CDCl;): —=5.1. MS (MALDI-TOF): mjfz
caled for Cy3H;6BrNaO4P (M + Na): 789.456; found 789.598.

0,0-Dioleyl 4-(iodomethyl)phenyl phosphate 9. Sodium
iodide (76 mg; 0.51 mmol) was added to a solution of dioleyl
4-(bromomethyl)phenyl phosphate (300 mg; 0.39 mmol) in
5 mL of acetone. The mixture was stirred at R.T. for 16 h.
Acetone was removed. The residue was dissolved in petroleum
ether and filtered on celite. The filtrate was concentrated and
the expected compound was afforded as a yellow oil (285 mg;
89% yield). "H-NMR (400.04 MHz, CDCL3): 0.88 (t, *Juu = 8 Hz,
6H, CH;); 1.26 (s, 44H, CH,); 1.66 (m, 4H, CH; B); 2.00 (m, 8H,
CH,-CH=CH); 4.12 (m, 4H, CH, a); 4.43 (s, 2H, CH,-1); 5.35
(m, 4H, CH=CH); 7.13 (d, *uu = 8 Hz, 2H, C,-H and Ce—H);
7.34 (d, *fun = 8 Hz, 2H, C;-H and Cs-H). “C-NMR
(125.75 MHz, CDCl;): 4.55 (s, CH,-1); 14.16 (s, 2 x CH;); 22.73
(s, CH,); 25.43 (s, CH,); 27.27 (s, CH=CH-CH,); 29-30 (s,
CH,); 30.27 (d, ¥ep = 7 Hz, CH, B); 31.96 (s, CH,); 32.66 (s,
CH,); 68.69 (d, *Jcp = 6 Hz, CH, a); 120.33 (s, C, and C);
129.79 (s, C, and C.); 130.04 (s, CH=CH); 130.16 (s, CH=CH);
135.99 (s, C,); 150.23 (s, C,). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCL,):
—5.0. MS (MALDI-TOF): m/z caled for C43H76INaO,P (M + Na):
837.442; found 837.541.

{4{(0,0-Dioleylphosphoryl)oxy]phenyl}methylmethyl imida-
zolium) iodide 10. To a solution of dioleyl 4-(bromomethyl)
phenyl phosphate (0.10 g; 0.13 mmol) was added methylimida-
zole (0.01 mL; 0.13 mmol). The reaction mixture was stirred at
40 °C for 15 h (110 mg; 100% yield). '"H-NMR (400.04 MHz,
CDCl,): 0.87 (t, *ins = 6 Hz, 6H, CH3); 1.26 (s, 44H, CH,); 1.68
(m, 4H, CH, p); 2.00 (m, 8H, CH,-CH=CH); 4.04 (s, 3H,
CH,-N); 4.12 (m, 4H, CH, «); 5.34 (m, 4H, CH=CH); 5.58
(s, 2H, CH,-N}); 7.20 (d, 4H, Cy-H, Ce~H and Hima); 7.51
(d, i = 8 Hz, 2H, C,-H and C,-H); 10.72 (s, 1H, CH=N).
BC-NMR (125.75 MHz, CDCLy): 14.05 (s, 2 x CH,); 22.70
(s, CH,); 25.40 (s, CH,); 27.17 (s, CH=CH-CH,); 29-30
(s, CH,); 36.77 (s, CH;-N); 52.56 (s, CH,-N); 68.84 (d, *ep =
6 Hz, CH, a); 120.92 (s, C, and Cg); 121.75 (NCH=CHN);
123.19 (NCH=CHN); 129.74 (s, CH=CH); 129.97 (s, CH=CH);
129.77 (s, C.); 130.48 (s, C; and Cs); 138.01 (s, NCHNJ;
152.00 (s, C4). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCL;): —5.1. MS (MALDI-
TOF): mjz caled for C,HgN,O,P (M'): 769.601; found
769.530.
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{4-[(0,0-Dioleylphosphoryl)oxy]phenyl}methylpyridinium)
iodide 11. To a solution of dioleyl 4-(bromomethyl)phenyl
phosphate (0.10 g; 0.13 mmol) was added pyridine (0.10 mL;
1.30 mmol). The reaction mixture was stirred at 40 °C for 15 h
and then evaporated (110 mg; 100% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCLy): 0.86 (t, *fun = 6 Hz, 6H, CHa); 1.25 (s,
44H, CH,); 1.67 (m, 4H, CH, B); 1.98 (m, 8H, CH,~-CH=CH);
4.11 (m, 4H, CH, a); 5.32 (m, 4H, CH=CH); 6.37 (s, 2H, CH,~
N); 7.19 (d, *Juu = 8 Hz, 2H, C,-H and Ce-H); 7.78 (d, Juu =
8 Hz, 2H, C3-H and C;-H); 7.97 (t, *fuu = 8 Hz, 2H, H,,,); 8.40
(t, e = 8 Hz, 1H, Hpy); 9.63 (d, Yuu = 8 Hz, 2H, Hyy).
BC-NMR (125.75 MHz, CDCLy): 14.49 (s, 2 x CH3); 22.75
(s, CH,); 25.50 (s, CH,); 27.17 (s, CH=CH-CH,); 29-30
(s, CH,); 62.95 (s, CH»-N); 68.85 (d, *Jcp = 6 Hz, CH, a); 121.11
(s, C» and Cg); 128.22 (s, Cg and Cyo); 129.74 (s, CH=CH);
129.98 (s, CH=CH); 131.60 (s, C; and Cs); 144.93 (s, C;, Co
and Cy3); 151.93 (s, C4). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCl;): —5.0.
MS (MALDI-TOF): m/z caled for C,sHgNOSP (M'): 766.590;
found 766.508.

{4-[(0,0-Dioleylphosphoryl Joxy]phenyl}methyltrimethyl
ammonium iodide 12. To a solution of dioleyl 4-(iodomethyl)
phenyl phosphate (0.066 g; 0.08 mmol) was added trimethyl-
amine (3.0 mL). The reaction mixture was stirred at RT for 15 h.
After evaporation of the volatiles the expected compound 12
was isolated (71 mg; 100% yield). 'H-NMR (400.04 MHz,
CDCL): 0.87 (t, *Juu = 8 Hz, 6H, CH;); 1.26 (s, 44H, CH,); 1.69
(m, 4H, CH, f); 2.00 (m, 8H, CH,-CH=CH); 3.36 (s, 9H,
N-(CH;)5); 4.15 (m, 4H, CH, a); 5.03 (s, 2H, CH,-N); 5.34 (m,
4H, CH=CH); 7.31 (d, *fen = 8 Hz, 2H, C,-H and Ce-H); 7.70
(d, *un = 8 Hz, 2H, Cs-H and Cs-H). "*C-NMR (125.75 MHz,
CDCLy): 7.29 (s, CH,-T); 14.13 (s, 2 x CHa); 22.69 (s, CH,); 25.43
(s, CH,); 27.23 (s, CH=CH-CH,); 29-30 (s, CH,); 30.20 (s,
CH,); 31.92 (s, CH,); 32.62 (s, CH,); 52.57 (s, N(CH,),); 68.69
(d, ¥ep = 6 Hz, CH, a); 120.33 (s, C, and Cg); 129.79 (s, C; and
C;); 130.04 (s, CH=CH); 130.16 (s, CH=CH); 135.99 (s, C,);
150.23 (s, C,). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCl;): —5.3. MS (MALDI-
TOF): mfz caled for CyeHgsNOP (M'): 746.621; found
746.586.

0,0-Dioleyl-0-[3,5-bis(bromomethyl)phenyl [phosphate 14.
Triethylamine (3.13 mL; 22.5 mmol) was added to a cooled
(0 °C) solution of POCL; (1.64 g; 10.7 mmol) in diethylether
(15 mL) and placed under an argon atmosphere. Oleyl alcohol
(5.75 g; 21.4 mmol) in diethylether (5 mL) was then added
dropwise. This solution was further stirred for 5 h while the
temperature was slowly increased up to 20 °C. Then, a solution
of 3,5-bis(bromomethyl)jphenol (3.00 g; 10.7 mmol) and tri-
ethylamine (1.49 mL; 10.7 mmol) in diethylether (8 mL) was
added and the solution was stirred for 3 h. After filtration of
the solution, the solvent was removed in vacuo. The compound
was purified by chromatography on silica gel using CH,Cl, as an
eluent to produce a colorless oil (27% yield; 2.47 g). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCL;): 0.87 (t, *Juz: = 8 Hz, 6H, CH;); 1.26 (s, 44H,
CH); 1.68 (m, 4H, CH, p); 1.99 (m, 8H, CH,-CH=CH); 4.13
(9, *Jers = 8 Hz, 4H, CH, a); 4.42 (s, 4H, CH,-Br); 5.34 (m, 4H,
CH=CH); 7.20 (s, 2H, C,-H and Cg-H); 7.22 (s, 1H, Cy-H).
3C-NMR (125.75 MHz, CDCl,): 14.11 (5, 2 x CH3); 22.68 (5, CH,);
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25.40 (s, CH,); 27.22 (s, CH=CH-CH,); 29-30 (s, CH,); 30.24
(s, CH,-Br); 31.90 (s, CH,); 32.61 (s, CH,); 68.87 (s, CH, a);
120.61 (s, C» and Gg); 126.03 (s, C4); 129.75 (s, CH=CH);
130.00 (s, CH=CH); 140.09 (s, C; and Cs); 150.97 (s, C,).
*'P-NMR (161.97 MHz, CDCl;): —=5.9.

0,0-Diphytanyl 3,5-bis(bromomethyl)phenyl phosphate
15. Triethylamine (3.13 mL; 22.5 mmol) was added to a cooled
(0 °C) solution of POCI; (1.64 g; 10.7 mmol) in diethylether
(15 mL) and placed under an argon atmosphere. Phytanol
(6.40 g; 21.4 mmol) in diethylether (10 mL) was then added
dropwise. This solution was further stirred for 5 h while the
temperature was slowly increased up to 20 °C. Then, a solution
of 3,5-bis(bromomethyl)phenol (3.00 g; 10.7 mmol) and tri-
ethylamine (1.49 mL; 10.7 mmol) in diethylether (5 mL) was
added and the solution was stirred for 3 h. After filtration of
the solution, the solvent was removed in vacuo. The compound
was purified by chromatography on silica gel using CH,Cl, as
an eluent to produce a colorless oil (57% vyield; 5.66 g).
'H-NMR (400.04 MHz, CDCL;): 0.87 (m, 30H); 1.00-1.70 (m,
48H, CH,); 4.17 (m, 4H, CH, «); 4.42 (s, 4H, CH,-Br); 7.19
(s, 2H, C,-H and Cg-H); 7.22 (s, 1H, C,~H). “C-NMR
(125.80 MHz, CDCL,): 19.30 to 19.80 (s, CH, phytanyl); 22.70 to
22.80 (s, CH, phytanyl); 24.30 to 24.90 (s, CH, phytanyl); 28.02
(s, CH phytanyl); 29.39 (s, CH phytanyl); 31.85 (s, CH,-Br);
32.95 (s, CH phytanyl); 37.20 to 37.60 (s, CH, phytanyl); 39.41
(s, CH, phytanyl); 67.39 (d, *fcs = 6 Hz, CH, a); 120.11 (s, C;
and Cg); 126.05 (s, C,); 140.11 (s, C; and Cs); 150.99 (s, Cy).
*'P-NMR (161.97 MHz, CDCly): —5.8. MS (MALDI-TOF): m/z
caled for CygHgoBr,O4P (M + Na'): 641.476; found: 941.474.

0,0-Dioleyl 3,5-bis(iodomethyl)phenyl phosphate 16.
Sodium iodide (330 mg; 2.2 mmol) was added to a solution of
dioleyl 3,5-bis(bromomethyl)phenyl phosphate (725 mg;
0.8 mmol) in 10 mL of acetone. The mixture was stirred at R.T.
for 16 h. Acetone was removed. The residue was dissolved in
ether petroleum and filtered on celite. The filtrate was concen-
trated and the expected compound was afforded as a yellow oil
(86% yield; 0.69 g). 'H-NMR (400.04 MHz, CDCL;): 0.87 (t, *Jusn
= § Hz, 6H, CHs); 1.26 (s, 44H, CH,); 1.68 (m, 4H, CH; p); 1.99
(m, 8H, CH,~-CH=CH); 4.12 (q, *un = 8 Hz, 4H, CH, o); 4.35
(s, 4H, CH,-1); 5.34 (m, 4H, CH=CH); 7.10 (s, 2H, C,-H and
Cg-H); 7.17 (s, 1H, C4~H). *C-NMR (125.75 MHz, CDCL;): 3.44
(s, CHy-1); 14.14 (s, 2 x CHs); 22.68 (s, CH,); 25.41 (s, CH,);
27.21 (s, CH=CH-CH,); 29-30 (s, CH,); 31.94 (s, CH,); 32.67
(s, CH.,); 68.87 (s, CH, a); 119.91 (s, C, and Ce); 125.54 (s, C,);
129.76 (s, CH=CH); 129.98 (s, CH=CH); 141.64 (s, C; and Cs);
150.85 (s, C4). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCls): —5.9.

{3,5-Bis-[(0,0-dioleylphosphorylJoxy|phenyl}methylmethyl
imidazolium iodide 17. To a solution of dioleyl 3,5-bis(iodo-
methyl)phenyl phosphate (0.10 g; 0.105 mmol) was added
methylimidazole (17 pL; 0.209 mmol). The reaction mixture
was stirred at 40 °C for 15 h (0.12 g; 100% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCLy): 0.87 (t, Juu = 7 Hz, 6H, CHy); 1.24 (s,
44H, CH,); 1.68 (m, 4H, CH, P); 2.00 (m, 8H, CH,~CH=CH);
4.00 (s, 6H, CH;-N); 4.16 (m, 4H, CH, o); 5.34 (m, 4H,
CH=CH); 5.58 (s, 4H, CH,-N); 7.32 (s, 2H, NCH=CHN); 7.37
(s, 2H, C,-H and Ce-H); 7.66 (s, 2H, NCH=CHN); 7.78 (s, 1H,
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Cy-H); 10.02 (s, 2H, CH=N). "*C-NMR (125.75 MHz, CDCl,):
14.12 (s, 2 x CH,); 22.68 (s, CHy); 25.45 (s, CH,); 27.22 (s,
CH=CH-CH,); 29-30 (s, CH,); 31.90 (s, CH,); 32.61 (s, CH,);
37.42 (s, CH;-NJ; 52.32 (s, CH,-N); 69.31 (d, YJcp = 6 Hz, CH,
«); 121.24 (s, C, and Cg); 122.80 (NCH=CHN); 123.71
(NCH=CHN); 126.38 (s, C4); 129.72 (s, CH=CH); 130.01 (s,
CH=CH); (s, NCHN); 136.13 (s, C; and Cs); 151.54 (s, Cy).
*'P-NMR (161.97 MHz, CDClLy): —6.1. MS (MALDI-TOF): m/z
caled for Cs;HggIN,0,4P (M — T7): 991.567; found: 991.472.
{3,5-Bis-{(0,0-dioleylphosphoryl Joxy|phenyl}methyltrimethyl
ammonium iodide 18. To a solution of dioleyl 3,5-bis(iodo-
methyl)phenyl phosphate (0.17 g; 0.18 mmol) was added tri-
methylamine (2.0 mL). The reaction mixture was stirred at RT
for 15 h and then evaporated (0.19 g; 100% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCL3): 0.88 (t, *Jun = 8 Hz, 6H, CH); 1.26 (s,
44H, CH,); 1.71 (m, 4H, CH, B); 2.00 (m, 8H, CH,~-CH=CH);
3.41 (s, 18H, N(CHj)s); 4.20 (m, 4H, CH, «); 4.99 (s, 4H, CH,~
N); 5.34 (m, 4H, CH=CH); 7.65 (s, 2H, C,-H and C,-H); 8.13
(s, 1H, C,~H). "*C-NMR (125.75 MHz, CDCl;): 14.16 (s, 2 x
CH;); 22.72 (s, CH,); 25.50 (s, CH,); 27.27 (s, CH=CH-CH,);
29-30 (s, CH,); 31.94 (s, CH,); 32.67 (s, CH,); 53.69 (s, N
(CH,),); 67.51 (s, CH,-N); 69.64 (d, ¥/, = 6 Hz, CH, a); 126.97
(s, C, and Cg); 129.76 (s, CH=CH); 130.03 (s, CH=CH); 130.49
(s, C; and Cs); 134.52 (s, C,); 151.52 (s, C). *'P-NMR
(161.97 MHz, CDCl;): —6.0. MS (MALDI-TOF): m/z caled for
Cs0HosIN>O4P (M — I7): 945.607; found: 947.590.
{3,5-Bis-[(0,0-dioleylphosphoryl)oxy]phenyl}methylpyridi-
nium iodide 19. To a solution of dioleyl 3,5-bis(iodomethyl)
phenyl phosphate (0.15 g; mmol) was added pyridine (0.6 mL;
7.38 mmol). The reaction mixture was stirred at RT for 15 h.
After evaporation of the volatiles the expected compound 18
was isolated (0.21 g; 100% yield). 'H-NMR (400.04 MHz,
CDCL,): 0.86 (t, /s = 6 Hz, 6H, CH,); 1.25 (s, 44H, CH,); 1.68
(m, 4H, CH, p); 1.99 (m, 8H, CH,~-CH=CH); 4.17 (m, 4H, CH,
«); 5.33 (m, 4H, CH=CH); 6.20 (s, 4H, CH,-N); 7.53 (s, 2H, C,-
H and Cg-H); 8.12 (t, ¥un = 8 Hz, 5H, C,~H and H,,); 8.51 (t,
Ju = 8 Hz, 2H, Hyy); 9.62 (d, *uw = 8 Hz, 4H, Hyy,). PC-NMR
(125.75 MHz, CDCl,): 13.89 (5, 2 x CH,); 22.40 (s, CH,); 24.05
(s, CH,); 26.95 (s, CH=CH-CH,); 20-30 (s, CH,); 31.62 (s,
CH,); 32.64 (s, CH,); 62.34 (s, CH,-N); 69.05 (d, ¥cp = 6 Hz,
CH, a); 121.94 (s, C, and Cg); 128.48 (s, Cpy); 129.71 (s,
=CH); 129.90 (s, CH=CH); 135.96 (s, C; and C); 145.38 (s,
Cpyr)i 151.40 (s, C;). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCL;): —6.1. MS
(MALDI-TOF): m/z caled for CyHg,INOP™ (M — CoH,NI):
906.502; found: 906.435.
{3,5-Bis-[(0,0-diphytanylphosphoryl)oxy]phenyl}methyl-
methyl imidazolium bromide 20. To a solution of diphytanyl
3,5-bis(bromomethyl}phenyl phosphate (0.20 g; 0.22 mmol)
was added methylimidazole (35 pL; 0.43 mmol). The reaction
mixture was stirred at 40 °C for 15 h (230 mg; 100% yield).
'H-NMR (400.04 MHz, CDCL): 0.87 (m, 30H}; 1.00-1.70 (m,
48H, CH,); 4.04 (s, 6H, CH;-N); 4.18 (m, 4H, CH, «); 5.59 (s,
4H, CH,-N); 7.31 (s, 2H, NCH=CHN); 7.37 (s, 2H, C,-H and
Ce-H); 7.76 (s, 2H, NCH=CHN); 7.79 (s, 1H, C,~H); 10.03 (s,
2H, CH=N). “'C-NMR (125.80 MHz, CDCL;): 19.20 to 19.70 (s,
CH; phytanyl); 22.50 to 22.70 (s, CH; phytanyl); 24.20 to 24.80
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(s, CH, phytanyl); 27.89 (s, CH phytanyl); 29.32 (s, CH phyta-
nyl); 32.71 (s, CH phytanyl); 36.90 (s, CH;-N); 37.20 to 37.40 (s,
CH, phytanyl); 39.29 (s, CH, phytanyl); 51.93 (s, CH,-N); 67.57
(d, *Je» = 6 Hz, CH, a); 120.53 (s, C, and GCg); 122.72
(NCH=CHN); 123.57 (NCH=CHN); 126.25 (s, C,); 136.48 (s,
C; and Gs); 139.99 (s, NCHN); 151.39 (s, C;). *'P-NMR
(161.97 MHz, CDCl3): —6.1.

{3,5-Bis-[(0,0-diphytanylphosphorylJoxy]phenyl}methyl tri-
methylammonium bromide 21. To a solution of diphytanyl
3,5-bis(bromomethyl)phenyl phosphate (0.17 g; 0.18 mmol)
was added trimethylamine (2.0 mL). The reaction mixture was
stirred at RT for 15 h and then evaporated (190 mg; 100%
yield). 'H-NMR (400.04 MHz, CDCl;): 0.87 (m, 30H); 1.00-1.70
(m, 48H, CH,); 3.46 (s, 18H, N(CH;);); 4.22 (m, 4H, CH, o);
5.07 (s, 4H, CH,-N); 7.65 (s, 2H, C>-H and Cg-H); 8.19 (s, 1H,
C,-H). C-NMR (125.75 MHz, CDCl): 19.30 to 19.80 (s, CH,
phytanyl); 22.60 to 22.80 (s, CH; phytanyl); 24.30 to 24.90 (s,
CH, phytanyl); 28.01 (s, CH phytanyl); 29.45 (s, CH phytanyl);
32.84 (s, CH phytanyl); 37.30 to 37.50 (s, CH, phytanyl); 39.41
(s, CH, phytanyl); 53.41 (s, N-(CH,);); 67.53 (s, CH,-N); 67.95
(s, CH, a); 126.68 (s, C, and Cg); 130.52 (s, C; and C;); 134.65
(s, C4); 151.50 (s, C,). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCl,): —6.0.

{3,5-Bis-[(0,0-diphytanylphosphoryl)oxy]phenyl}methyl pyri-
dinium bromide 22. To a solution of diphytanyl 3,5-bis(bro-
momethyl)phenyl phosphate (0.20 g; 0.22 mmol) was added
pyridine (0.60 mL; 7.38 mmol). The reaction mixture was
stirred at RT for 15 h (230 mg; 100% yield). 'H-NMR
(400.04 MHz, CDCl;): 0.87 (m, 30H); 1.00-1.70 (m, 48H, CH,
phytanyl); 4.18 (m, 4H, CH, a); 6.28 (s, 4H, CH,-N); 7.59 (s,
2H, Co-H and Ce-H); 8.12 (t, > = 7 Hz, 4H, Cp-H and C4-H);
8.41 (s, 1H, C,~H); 8.42 (t, *Jym = 8 Hz, 2H, C~H); 9.96 (d, Jun
= 8 Hz, 4H, C,-H and C.~H). “C-NMR (125.75 MHz, CDCL,):
19.30 to 19.80 (s, CH; phytanyl); 22.70 to 22.80 (s, CH; phyta-
nyl); 24.40 to 24.90 (s, CH, phytanyl); 27.99 (s, CH phytanyl);
29.39 (s, CH phytanyl); 32.82 (s, CH phytanyl); 37.30 to 37.50
(s, CH, phytanyl); 39.38 (s, CH, phytanyl); 62.65 (s, CH, a;
67.85 (s, CH,-N); 122.14 (s, C; and Cg); 128.21 (s, Cy); 128.69
(s, Cp and Cg); 135.65 (s, Cs and Cj); 145.33 (s, C, and C.);
145.76 (s, CcJ; 151.70 (s, C,). *'P-NMR (161.97 MHz, CDCL):
-6.1.

Liposomal formulations

Each cationic lipid was formulated as liposomal solution
using the hydration of a lipid film. First, an aliquot of a con-
centrated solution of a desired lipid in chloroform (e.g. 2,
22 mg, 1.0 mL) was placed in a glass tube and the solvent was
evaporated to produce a thin lipid film. Then 1 mL of water
was added onto this film. After a hydration period (12 h except
for compound 20: 2 days) at 4 °C the solution was vortexed
(1 min) and sonicated (6 x 10 min) at 45 kHz using a VWR
ultrasonic bath. The size and the zeta potential were deter-
mined for each liposomal solution.

DNA condensation and relaxation

The condensation of a pDNA by the various cationic lipids
studied was investigated using ethidium bromide intercalation
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into DNA. Upon condensation, ethidium bromide is expelled
from DNA and thus the fluorescence signal decreases. Conver-
sely, DNA relaxation from the complexes results in recovery of
fluorescence. Assays were performed as previously reported.*

Cells and culture conditions

Four cell lines were used. A549, bronchial alveolar type II epi-
thelial cells derived from a human pulmonary carcinoma
(ATCC No. CCL-185), and SKMel28, human melanoma cells
(ATCC No. HTB-72), were obtained from the American Type
Culture Collection (USA). 16HBE 140, human bronchial epi-
thelial cells, and CFBE 4107, cystic fibrosis bronchial epithelial
cells, were kindly provided by D. Gruenert, University of
Vermont, Burlington, VT, USA.** They were grown in Dulbec-
co’s Modified Eagle Medium (DMEM, for A549 and SKMel28),
or Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM, for 16HBE
and CFBE), supplemented with 100 units mL™" penicillin, 100
pg mL™' streptomycin, 10% heat-inactivated FBS, and incu-
bated at 37 °C, in a humidified atmosphere containing 5%
CO,. DMEM, EMEM, FBS, penicillin, and streptomycin were
purchased from Invitrogen (UK).

In vitro reporter gene measurements: luciferase assays

The protocol of the experiments was similar to those pre-
viously reported.ﬁ‘“b Briefly, cells were seeded 24 h before
transfection onto a 24-well plate at a density of 100000 cells
per well and incubated overnight in a humidified 5% CO,
atmosphere at 37 °C. About 200 pL of a solution of lipoplex
was added to each well. Lipofectamine (LFM) was used as a
positive control. After 2 h 30 min of incubation at 37 °C, 20 pL
of the surrounding was picked up to evaluate the toxicity of
each formulation (see below). The culture medium was
removed to be replaced with fresh medium. Following a
further 48 h incubation at 37 °C, the cells were lysed in order
to be assayed for luciferase expression using a chemilumine-
scent assay (Luciferase Assay System, Promega). The total
protein content of the cell lysate was determined using the BC
assay kit (Uptima). Data are expressed as relative light units
(RLU) per milligram of total proteins (mean + SD with n = 3).

Evaluation of early toxicity

The toxicity of the different lipid/DNA complexes was deter-
mined using a chemiluminescent assay (Toxilight - Cambrex,
Liége, Belgium). Briefly, this test consists of the measurements
of the release of a normally cytoplasmic enzyme (adenylate
kinase, AK) from damaged cells into the surrounding medium.
The reaction involves two steps. The first requires the addition
of ADP as a substrate for AK. In the presence of AK, the ADP
is converted to ATP for assay by bioluminescence. Then,
the bioluminescence method utilizes an luciferase enzyme,
which catalyzes the emission of photons from ATP and
luciferin. By combining both reactions, the emitted light
intensity is directly related to the AK concentration. The
relative light units (RLU) are proportional to the damage
induced to the cell’s membranes, as a consequence of their
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exposure to the complexes studied. Untransfected cells were 10
used to evaluate the AK background activity.
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La découverte et le clonage en 1989 du gene en cause dans la mucoviscidose a permis
d’envisager de traiter cette maladie génétique récessive par thérapie génique, qui consiste
donc a transférer a 1’aide d’un vecteur, une version normale du géne CFTR chez les patients.
En raison de la gravité des complications pulmonaires, c’est aujourd’hui 1’épithélium
respiratoire qui constitue le tissu cible du transfert de genes. Le principe de la thérapie
génique, a savoir le transfert d’acides nucléiques pour traiter les maladies génétiques telles
que la mucoviscidose, est évidemment trés séduisant et un certain nombre d’essais cliniques
ont d’ores et déja été réalisés. Cependant, il reste beaucoup de progres a faire avant qu’elle
devienne un traitement clinique efficace. La majorité des essais cliniques de thérapie génique
de la mucoviscidose réalisés jusqu’a présent, ont utilisés des vecteurs viraux. Ces derniers
sont certes efficaces mais présentent divers inconvénients, notamment une forte
immunogénicité. Les recherches se sont donc orientées vers la mise au point de vecteurs
synthétiques obtenus par syntheése chimique. En théorie, les avantages potentiels de ces
vecteurs synthétiques par rapport aux vecteurs dérivés des virus sont : (1) absence de limite de
taille pour le géne a transférer, (ii) facilité de production et d’utilisation, (iii) faible toxicité et
surtout une immunogénicité faible voire absente. Ce dernier avantage étant capital lorsque des
administrations répétées sont nécessaires. En effet, la thérapie génique de la mucoviscidose
devra étre répétée dans le temps en raison du renouvellement permanent des cellules cibles, a
moins de parvenir a transfecter un nombre suffisant de cellules souches épithéliales
pulmonaires. Les essais précliniques et cliniques antérieurs ont montré que les vecteurs
synthétiques ont une efficacité limitée par rapport aux vecteurs viraux, mais suscitent un
intérét 1ié principalement a leur innocuité, par rapport aux virus recombinants. L’essai
clinique « multi-doses » lancé par le consortium britannique de thérapie génique de la
mucoviscidose, en utilisant la formulation (pGM169/GL67A/DOEP/DMPE-PEGsgy), a
conduit a une stabilisation de la fonction pulmonaire des patients traités. Cette étude clinique
de phase II a débuté en 2012 en incluant 136 patients. Les résultats montrent une 1égere
amélioration de la fonction respiratoire, allant de 3.7 % a 6.4% pour les patients dont la
fonction respiratoire était déja dégradée. Ces résultats ouvrent la voie a de nouveaux essais
avec des doses plus importantes et a des fréquences plus rapprochées. Ces résultats quoique
modestes sont prometteurs. En effet, les données rapportées par cet essai constituent la

premiere preuve de concept que 1'administration répétée des vecteurs non-viraux dans le cadre
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de la thérapie génique de la mucoviscidose peut se faire en toute sécurité, sans risque
d’engendrer des effets immunogenes indésirables. Certes, des améliorations en termes
d’efficacités et des structures des vecteurs et des plasmides sont encore nécessaires.
Néanmoins, ces résultats devraient également encourager a continuer a développer des
vecteurs non-viraux pour le transfert de genes.

Ainsi, Le développement de nouveaux vecteurs non-viraux plus efficaces et moins
toxiques est un domaine de recherche tres actif et en pleine expansion. Les applications des
vecteurs synthétiques sont nombreuses, et peuvent s’étendre a d’autres pathologies génétiques
et acquises. La principale limite de ce type de vecteurs est sans doute leur faible efficacité,
liée principalement aux nombreuses barrieres biologiques qui s’opposent a la délivrance du
transgene, qui sont de plus voie d’administration — dépendantes. Il est donc primordial
d’étudier et de comprendre selon le mode d’administration, les barriéres intra et
extracellulaires auxquelles doivent faire face les vecteurs synthétiques, afin d’adapter et
d’affiner la conception et la formulation de nouveaux vecteurs chimiques. En effet, les
propriétés structurales et physicochimiques des vecteurs influent largement sur I’efficacité, la
biodistribution et 1’élimination des complexes. La nature et la structure du plasmide a par
ailleurs autant d’importance que la structure du vecteur utilisé [447,556].

Depuis plusieurs années, notre équipe « Thérapie génique et Transfert de genes » de
I’unit¢ INSERM 1078 travaille en étroite collaboration avec 1’équipe « Phosphore et
vectorisation » de UMR CNRS 6521 a Brest et I’équipe « Chimie Organique et
Supramoléculaire » de ’'UMR CNRS 6226 a Rennes sur le développement et I’optimisation
de vecteurs synthétiques pour le transfert de genes. Ainsi, au fil des ans en s’inspirant
notamment des lipides membranaires, plusieurs générations de vecteurs ont été développées.
Une des questions a laquelle nous nous sommes intéressés au laboratoire au cours de ma
these, est la biodistribution des vecteurs synthétiques apres une administration systémique ou
locale. Pour cela, des sondes fluorescentes lipidiques portant un seul fluorochrome localisé au
niveau de la téte polaire ont été synthétisées [554]. En effet, le fluorophore a été couplé avec
une partie hydrophobe qui peut €tre associé avec d'autres composés lipidiques. Les composés
fluorescents obtenus ont ensuite été formulés en présence du lipophosphoramidate KLN47
(composé de référence du laboratoire) a un rapport molaire de 5 % pour produire des solutions
liposomales fluorescentes. De faibles proportions de lipides fluorescents ont été incorporées
dans les formulations du KLN47, afin de prévenir les perturbations de l'assemblage
supramoléculaire ainsi que les modifications potentielles des propriétés du KLN47 (capacité

de transfection, toxicité,...). Différents fluorochromes ont été utilisés (NBD, naphtalimide,
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cyanine,...) afin de concevoir des lipides possédant des propriétés fluorescentes recouvrant un
large spectre de fluorescence, permettant ainsi des applications diverses (in vitro et in vivo).
Nous avons montré que le marquage des liposomes avec une sonde fluorescente est une
procédure pertinente pour établir les profils de biodistribution des lipoplexes, quelque soit la
voie d’administration. Les lipophosphoramidates fluorescents synthétisés présentaient des
caractéristiques physicochimiques équivalentes a celles du KLLN47. Considérant les mesures
de potentiel zéta toutes les formulations avaient une nette charge positive. Néanmoins, la
charge de surface était l1égerement inférieure pour les formulations fluorescentes (+45 a 50
mV) quelque soit le fluorochrome, par rapport au KLN47 (~ + 60 mV). Ceci est lié
probablement a la présence des sondes fluorescentes neutres dans les formulations. La
comparaison des lipides fluorescents avec le KLN47 montre de 1égeres variations de taille, en
fonction du fluorochrome et du rapport molaire (5 % et 10 %). Globalement, 1’addition des
sondes fluorescentes lipidiques dans la solution liposomale entraine une diminution de taille
des liposomes par rapport au KLN47, a I’exception des liposomes marqués avec la
naphtalimide qui présentaient un diametre plus élevé. Ces variations de taille sont
probablement liées a la nature du fluorochrome et a ’assemblage supramoléculaire des
liposomes. Ces résultats ne permettent pas de conclure de facon générale quant a I’effet des
sondes fluorescentes lipidiques sur les propriétés physicochimiques du KLN47. Néanmoins, il
parait que ’addition de solutions fluorescentes dans la formulation du KLN47 induit de
légeres perturbations de [’organisation supramoléculaire des liposomes. Avant toute
évaluation in vivo, nous avons d’abord vérifié les capacités de complexation d’ADN et de
transfection des liposomes fluorescents. Nous avons ainsi pu montrer que les formulations
fluorescentes é€taient capables de complexer ’ADN de la méme maniere que le KLLN47. Le
marquage des liposomes KLN47 n’affecte donc pas ses capacités de complexation de
plasmide. Sur lignées cellulaires, nous avons également pu montrer que les formulations
fluorescentes avaient une efficacité de transfection équivalente a celle du KLLN47 sur les trois
lignées transfectées. Selon le type cellulaire, certaines formulations semblent étre plus
efficaces que le KLN47. Les composés fluorescents ont une charge de surface moins
importante par rapport au KLN47, donc ont moins d’interactions avec les protéines du sérum
ce qui pourrait expliquer cette différence d’efficacité. De plus, les formulations testées sont
bien tolérées par les cellules. Néanmoins, aux rapports de charge élevés certains, effets
toxiques ont été observés. L’ensemble des résultats confirment donc que la présence des
sondes fluorescentes lipidiques dans la solution liposomale du KLN47 n’affecte pas ses

propriétés transfectantes et n’induit pas de toxicité additionnelle.
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Concernant les études de biodistribution in vivo, nous avons choisi la formulation FL1C
contenant le KILN47 de haute concentration (20mg/mL) limitant par conséquent le volume a
injecter, et marquée avec la cyanine compatible avec ’utilisation in vivo. Lorsque I’on veut
réaliser une administration systémique, il est important de stabiliser les complexes par I’ajout
du PEG afin de prévenir les risques d’élimination rapide des complexes de la circulation
sanguine, en raison de leurs interactions avec les composants du sang et leur capture par les
cellules du MPS [584]. Nous avons donc choisi d’injecter aux souris des formulations
pégylées et non pégylées afin de faire une étude comparative quant a 1’effet du PEG sur la
biodistribution des complexes. Grace aux équipements de biofluorescence, nous avons pu
suivre et tracer nos complexes au cours du temps. Les acquisitions ont été réalisées dans
différentes positions pour mieux localiser les sites ol se concentrent la fluorescence car
I'absorption et la diffusion des photons dépendent de la profondeur des tissus. Les résultats
ont montré que les complexes (pégylés et non pégylés) présentaient un profil de distribution
tissulaire similaire, localisé au niveau des principaux organes (poumons, foie, rate, coeur,
reins,...). Cependant, les liposomes et lipoplexes formulés en présence du PEG avaient une
biodisponibilité supérieure au cours des 24 heures suivants 1’injection en comparaison avec
les formulations équivalentes non-pégylées. De plus, les liposomes pégylés avaient une
biodisponibilité élevée dans la circulation systémique par rapport aux lipoplexes contenant du
PEG. La présence du PEG prolonge le temps de circulation des complexes dans la circulation
sanguine et améliore donc leur biodisponibilité. Nos résultats sont en accord avec ceux déja
décrits dans la littérature. En effet, il a été précédemment montré que les complexes pégylés
sont restées intactes dans la circulation sanguine pendant trois jours par rapport aux molécules
non-pégylées [748]. En ce qui nous concerne, nos produits étaient détectables par BFI pendant
environ 20 a 25 jours (données non présentées). Une autre étude avait rapporté que 1’ajout du
PEG entraine une diminution de la rétention des lipoplexes dans les organes filtres (poumons,
foie et rate) mais également dans les tissus cardiaques chez la souris, et donc une élimination
moins rapide des complexes [610]. Les différences de biodistribution observées apres
administration systémique des complexes est le résultat de plusieurs facteurs, tels que la
localisation du fluorochrome dans les complexes, la cinétique de dissociation des complexes
dans le milieu et I’affinité des fluorochromes pour les protéines plasmatiques [609]. Il est
donc nécessaire d’évaluer le comportement et 1’affinit¢ de nos fluorochromes pour les
protéines plasmatiques, mais également d’étudier la cinétique de dissociation de nos
lipoplexes dans les milieux physiologiques afin de mieux adapter la structure a la voie

d’administration. Le type de marquage, les techniques et moyens de révélation ont également
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toute leur importance, et des différences peuvent donc étre observées dans les résultats
[608,749].

En parallele des études de biodistribution, nous avons évalué 1’efficacité de transfection
de nos lipides cationiques fluorescents 24 heures apres injection des complexes. Les images
de bioluminescence ont clairement montré une expression du gene rapporteur (luciférase)
dans les poumons, pour les lipoplexes pégylés et non pégylées. Ce profil d’expression a déja
été décrit dans la littérature. En effet, lors d’une injection intraveineuse, le transgene
s’exprime principalement dans les poumons, alors qu’une grande partie des complexes reste
piégée dans le foie et la rate [600—-602]. Cependant, la transfection des cellules pulmonaires
résulte d’un ciblage passif, les lipoplexes injectés en raison de leur taille importante restent
bloqués au niveau des capillaires alvéolaires et engendrent par conséquent un risque
d’embolie pulmonaire [S03]. Ainsi, I’utilisation de particules de petite taille semble essentielle
pour une administration systémique. Cependant, une activité luciférase a été détectée dans le
foie des souris traitées essentiellement avec les formulations pégylées, probablement en raison
des complexes piégés dans le foie. Il est treés probable aussi, que les agrégats formés par les
lipoplexes sont hétérogenes, et contiennent donc de tres petites particules capables de
s’échapper de la microcirculation pulmonaire pour aller dans d’autres organes tels que le foie
et la rate. L’efficacit¢ de transfection des lipophosphoramidates fluorescents est du méme
ordre de grandeur que celle du KLLN47 obtenue auparavant par Le Gall et al. [545]. Ceci
montre que l’ajout des sondes fluorescentes lipidiques dans la formulation du KLN47
n’affecte pas ses propriétés transfectantes. La quantification de 1’expression de la luciférase a
montré qu’il n’y a pas de différence significative entre les produits pégylés et non pégylés
(expression équivalente). Comme évoqué précédemment, le PEG diminue I’accumulation des
complexes dans les organes, et par conséquent, limitent les interactions entre les complexes
cationiques et les cellules cibles conduisant a une diminution significative de I’internalisation
des complexes aboutissant a des niveaux de transfection tres faibles [610]. De plus il a été
montré que les motifs PEG présentaient un effet délétere sur la sortie des endosomes
aboutissant par conséquent a la dégradation des lipoplexes dans les lysosomes [593,639].
Dans une autre étude, il a été démontré que le taux de relargage des geénes d’intérét par les
complexes pégylés était plus rapide par rapport a celui des particules non pégylés, ce qui
entraine des niveaux d’efficacité similaires [503]. Les récentes études ont montré que le PEG
est immunogene [595], son utilisation entraine la production d’anticorps anti-PEG conduisant
a une clairance sanguine accélérée des complexes pégylés apres leur réadministration [596],

ce qui constitue un obstacle pour la thérapie génique de la mucoviscidose qui nécessite la
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réadministration des complexes pour maintenir I’effet thérapeutique. Cependant, cet effet
immunogene n’a pas été rapporté dans les résultats de I’essai “multi-doses” mené par les
britanniques, en utilisant la formulation pGM169/GL67/DOPE/DMPE-PEGsy, [750].
L’efficacité de la pégylation dépend donc largement de nombreux parametres tels que le PM
du PEG, la densité, la conformation et la longueur des chalnes PEG, et la voie
d’administration [582]. L’utilisation de ligands de ciblage ou de motifs PEG clivables
[588,592], ou du polyglycérol (non immunogene) [597] représentent des alternatives
prometteuses au PEG. Dans les conditions testées, les effets secondaires observés suite a
I’administration systémique des lipoplexes contenant du PEG sont une toxicité hépatique
transitoire, mise en évidence par une augmentation des taux des transaminases hépatiques
(AST et ALT). Cette toxicité ne semble pas provenir du plasmide, étant donné que nous avons
utilisé un plasmide CpG - free congu pour réduire ou éliminer 1’inflammation induite par la
présence des dinucléotides CG non méthylés dans les plasmides [S57]. De plus, cette atteinte
hépatique a été rapportée par d’autres études en présence ou non du PEG [546,562,617]. Les
données histologiques obtenues précédemment dans le laboratoire en utilisant des
formulations non pégylés confirment ce profil d’hépatotoxicité transitoire [617]. La présence
des sondes fluorescentes lipidiques dans les liposomes du KLN47 n’induit donc pas de
toxicité hépatique supplémentaire, étant donné que les niveaux des AST et ALT étaient du
méme ordre de grandeur dans les deux études. Lors d’une administration intraveineuse, une
grande partie des complexes injectés est alors rapidement capturée par les cellules du MPS au
niveau du foie et de la rate aboutissant ainsi a leur élimination. L’atteinte hépatique est
typique de la voie intraveineuse, puisque dans de précédents travaux, nous n’avons pas
observé une augmentation des transaminases hépatiques apres transfection par voie
intratrachéale. Cependant, 1’administration intratrachéale entraine une expression inégale et
hétérogene du transgene, en raison de la faible diffusion des complexes en comparaison avec
la voie systémique [566,567]. Ainsi, la voie systémique n’est pas la mieux adaptée lorsque
I’on veut réaliser un transfert de genes a destination des cellules épithéliales pulmonaires, en
raison de I’endothélium vasculaire difficilement franchissable et des populations cellulaires
que I’on cible. En effet, certaines études soulignent que la correction des cellules épithéliales
des voies conductrices serait davantage bénéfique pour les patients [288]. Cependant, il est
difficile d’atteindre les cellules épithéliales des voies conductrices par voie systémique en
raison de leur localisation. La délivrance de geénes par voie haute (aérosolisation) semble donc
la mieux adaptée. Elle présente plusieurs avantages, telles que la diminution des effets

secondaires systémiques, 1’absence de séquestration des complexes par les protéines du sérum
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et le foie, I'utilisation de faibles quantités de vecteur, en comparaison avec la voie systémique.
De plus, elle induit une distribution plus homogéne de I’expression du transgene
[565,568,569]. Les perspectives donc consistent en 1’évaluation de biodistribution de ses
composés fluorescents aprés aérosolisation. Il important d’évaluer le comportement de ces
molécules face aux forces de cisaillement s’appliquant aux gouttelettes, lors de la
nébulisation, et voir ainsi si les lipoplexes conservent leurs propriétés fluorescentes et
transfectantes apres aérosolisation. Il convient également d’utiliser un plasmide marqué afin
d’évaluer la cinétique de dissociation des complexes, et de voir si les complexes et plasmides
se colocalisent dans les tissus. En effet, les techniques de biofluorescence (BFI) et de
bioluminescence (BLI) sont complémentaires. La BFI apporte des informations quant a la
biodistribution et la localisation des complexes, tandis que la BLI apporte des informations
sur I’efficacité de la transfection et ’expression finale du transgene. Cependant, nous avons
observé que bien que ces complexes puissent étre localisés dans un organe (données BFI),
leurs caractéristiques physico-chimiques, telles que la pégylation, et la nature du tissu dans
lequel ils sont localisés, pourraient limiter leurs capacités de transfection (données BLI).
Enfin, les études de biodistribution in situ sont tres utiles pour le développement selon la voie
d’administration de molécules efficaces, capables de surmonter les barrieres biologiques qui
limitent leur efficacité. Par ailleurs, le développement de nouveaux modeles animaux (furet et
porc) qui sont plus représentatifs du phénotype et des multiples atteintes caractéristiques de la
mucoviscidose est tres bénéfique pour la thérapie génique de la mucoviscidose, et permettront
d’évaluer une large gamme de stratégies de thérapie génique et cellulaire dans des conditions
plus proches de la physiopathologie de la maladie. Les thérapies ciblant les canaux régulés par
le CFTR (ENaC, CaCC,...), les cellules souches et la réparation génique constituent des

perspectives thérapeutiques fort intéressantes.
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Résumé

La mucoviscidose est une maladie monogénique, caractérisée par des mutations survenant au
niveau du gene CFTR (Cystic fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Le clonage en 1989
du géne CFTR a permis d’envisager de traiter cette maladie par thérapie génique. Cela consiste a
transférer a 1’aide d’un vecteur, une version normale du géne CFTR dans les cellules atteintes des
patients. En raison de la gravité des complications pulmonaires, ¢’est 1’épithélium respiratoire qui
constitue aujourd’hui le tissu cible pour le transfert de genes. Le principe de la thérapie génique est
évidemment tres séduisant et un certain nombre d’essais cliniques ont d’ores et déja été réalisés. La
thérapie génique nécessite des outils de vectorisation efficaces et compatibles avec une utilisation
répétée en clinique.

Mon sujet de theése a porté donc sur le développement, la biodistribution et I’optimisation de
vecteurs synthétiques (lipides cationiques) pour le transfert de génes dans 1’épithélium respiratoire. Au
cours de mes travaux, nous avons donc pu mettre au point des lipophosphoramidates KILN47
fluorescents utiles pour les études de biodistribution in vivo. Comparés au KLLN47 non fluorescents,
ces nouveaux composés présentent les mémes propriétés physicochimiques, a savoir une taille
relativement petite et un potentiel z€ta positif. Sur lignées cellulaires, nous avons montré que les
nouvelles formulations étaient aussi efficaces que le KILN47, et pas ou peu toxiques. Ensuite, sur
modele animal, les profils de biodistribution de lipoplexes pégylés et non-pégylée ont été comparés
apres injection systémique. Les profils de biodistribution des lipoplexes pégylés et non-pégylée étaient
similaires, cependant, la pégylation des complexes a conduit a une circulation prolongée dans la
circulation sanguine, alors que I’expression du transgene (luciférase) était équivalente dans les deux
cas. De plus, ’activité luciférase était similaire a celle obtenue avec le KLLN47 non fluorescent. Nous
avons ainsi démontré que 1’ajout des sondes lipidiques fluorescentes dans la solution liposomale du
KLN47, ne modifie pas ses propriétés physicochimiques et transfectantes. L’ensemble des résultats
montre que nous disposons d’outils prometteurs pour les études de biodistribution in vivo. D’autres
molécules ont également été testées avec succes.

Abstract

Cystic fibrosis is a monogenic disease characterized by mutations occurring at the CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) gene. The clonining in 1989 of the CFTR gene has
enabled to consider treating this disease by gene therapy. This consists of transferring a normal version
of the CFTR gene in the affected patients’ cells, using a vector. Due to the severity of pulmonary
complications, it is obvious that the respiratory epithelium constitutes the target tissue for the gene
transfer. The principle of gene therapy is indeed very attractive and a number of clinical trials have
already been made. Gene therapy requires vectorization tools that are efficient and compatible with
repeated clinical use.

My thesis has focused on the development, biodistribution and optimization of synthetic vectors
(cationic lipids) for gene transfer in the respiratory epithelium. During my work, we were able to
develop useful fluorescent KILN47 lipophosphoramidates for in vivo biodistribution studies. Compared
to non fluorescent KLLN47, these new compounds exhibit the same physicochemical properties: a
relatively small size and a positive zeta potential. On cell lines, we found that the new formulations
were as effective as the KILN47, with little or no toxicity. Then, in animal models, the biodistribution
profiles of pegylated and non-pegylated lipoplexes were compared after systemic injection. The
biodistribution profiles of pegylated and non-pegylated lipoplexes were similar. However, the
pegylation of the complex resulted in prolonged circulation in the bloodstream, whereas transgene
expression (luciferase) was equivalent in both cases. In addition, luciferase activity was similar to that
obtained with the non-fluorescent KI.LN47. We have demonstrated that the addition of fluorescent lipid
probes in the liposomal solution KLLN47, does not change its physicochemical and transfectant
properties. The overall results show that we have promising tools for in vivo biodistribution studies.
Other molecules have also been tested successfully.



