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GLOSSAIRE

ADN plasmidique (ADNp)
L’ADNp est un ADN double brin de grande taille qui contient, en plus de la séquence codante
du géne et le promoteur, des sequences permettant sa réplication autonome et des genes de

résistance a des antibiotiques nécessaires a sa production par les bactéries

Bioluminescence

Photons émis par une source biologique

Charger
Dans le cadre des expériences de retard sur gel d’agarose, signifie introduire dans les puits les

produits d’intérét

Condensation

Réduction du volume occupé par I’ADN

Endothélium

Couche de cellules épithéliales qui tapisse l'intérieur des parois du cceur et des vaisseaux

ex vivo
Du latin « a I’extérieur du vivant », caractérise des tests biologiques menés sur des cellules hors

de I’organisme dont elles proviennent

Furtivité
Capacité d’une nanoparticule a échapper au systéme immunitaire et ainsi a prolonger son temps

de circulation dans le sang

Hépatocyte

Cellule du foie

Homeéostasie
Stabilisation, regulation chez les organismes vivants, de certaines caractéristiques

physiologiques (pression artérielle, température, etc.)
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in vitro
Du latin « sous verre », caractérise des tests menés sur des micro-organismes, organes ou

cellules en dehors de leur contexte naturel
in vivo
Du latin « a I’intérieur du vivant », caractérise des tests menés sur des organismes vivants

Lumiére d’un endosome

Compartiment interne de 1’endosome

Prévalence
La prévalence est le nombre de personnes atteintes de cette maladie a un instant donné sur une

population donnée

Quiescente

Ce dit d’une cellule en non division
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INTRODUCTION GENERALE







Introduction générale

La thérapie génique développée au cours du XX*™ siécle & la suite des recherches de
Frederick Griffith en bactériologie représente, aujourd’hui, un enjeu important dans le
développement de nouveaux traitements. Les génes constituent le génome de chaque individu
et portent I’information génétique. Une anomalie sur 1’un d’eux engendre des
dysfonctionnements a 1’origine de maladies dites génétiques. Au-dela des maladies rares
d’origine génétique, les mutations génétiques sont ¢galement la cause des maladies acquises
tels que les cancers ou encore les maladies neurodégénératives. Ces maladies peuvent alors

potentiellement étre traitées par la thérapie génique.

Lorsque la mutation est identifiée, un polynucléotide thérapeutique (ADN, ARNmM,
ARN:Si etc...) est développé et utilise comme médicament. Il doit étre introduit dans les cellules
cibles dans le but de corriger, de remplacer ou de moduler 1’activité du géne altéré. Les premiers
essais cliniques effectués a la fin des années 1980 ont été les prémices du développement de
cette approche thérapeutique. Ces essais montrent cependant diverses limites : I’ADN présente
un court temps de vie dans l’organisme réduisant fortement la transfection et sa nature
polyanionique ne lui permet pas de passer efficacement les barrieres biologiques, extra-
cellulaires et intra-cellulaires, dans le but de rejoindre le cytosol ou le noyau des cellules cibles.
L’efficacité thérapeutique €tant alors limitée, de nombreuses recherches sont réalisées dans le
but de développer des méthodes de vectorisation permettant une thérapie génique sire et

efficace.

Différentes stratégies sont a disposition en fonction de la maladie et de I’organe ciblé
afin de véhiculer le matériel génétique jusqu’a la cellule cible. Tout d’abord, des méthodes
physiques telles que I’électroporation ou la sonoporation ont été développées, mais représentent
une approche d’administration locale. Les vecteurs viraux permettent un traitement médical de
tout I’organisme et ont mené a la commercialisation de traitements de thérapie génique a base
de virus. Par I’encapsulation du géne thérapeutique, le vecteur viral permet de limiter sa
dégradation, augmente son temps de circulation dans I’organisme et présente une trés bonne
efficacité de transfection. Néanmoins, malgré leurs apports, leur caractére viral limite leur
utilisation puisque des réactions immunogenes et une toxicité ont été observées empéchant de
renouveler les traitements. C’est pourquoi les recherches se tournent vers des systemes de
vectorisation non-viraux. Ces vecteurs synthétiques peuvent étre d’origine lipidique ou

polymérique par exemple.

Les polymeres cationiques offrant de nombreuses possibilités de synthése sont trés

largement étudiés. En présence d’ADN, ils forment des complexes de taille nanométrique,
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nommes polyplexes par interactions électrostatiques entre les charges négatives des
groupements phosphate de I’ADN et les charges positives du polymeére. Parmi les différents
polymeéres cationiques étudiés en thérapie génique, la polyethylenimine (PEI) est la plus utilisée

et est reconnue comme le Gold Standard en thérapie génigque non-virale.

La tres haute densité de charge de la PEI permet de trés bons résultats en transfert de
genes in vitro et in vivo malgré une certaine toxicité. Des recherches sont menées dans le but
d’améliorer ses performances notamment par la fonctionnalisation de la chaine polymere. Tout
d’abord, le greffage de ligands cellulaires ou de molécules biologiques facilitant le relargage de
I’endosome a montré une amélioration du transfert de génes. D’autre part, le design de
nanoparticules théranostiques est également développé afin de mieux comprendre les étapes du
transfert de genes. Pour cela, des polymeéres fluorescents peuvent notamment étre utilisés.
Enfin, ’ajout de chaines hydrophiles telles que le polyéthyléneglycol (PEG) permet, d’autre
part, de diminuer la toxicit¢ et de rendre les polyplexes furtifs afin d’augmenter leur
biodisponibilité.

Cependant, I’utilisation de chaines PEG est aujourd’hui controversée. En effet, des
réactions immunogénes sont répertoriées notamment avec I’activation du complément et
I’apparition d’anticorps anti-PEG lors de I’injection de nanoparticules PEGylées. C’est
pourquoi les recherches se tournent vers d’autres polymeres biocompatibles. Parmi eux, les
poly(2-oxazolines) (POXx), polymeéres neutres, hydrophiles et facilement fonctionnalisables,
montrent un intérét en transfert de genes non-viral. La POXylation est donc étudiée pour
remplacer les chaines PEG. De plus, ces polymeres sont les précurseurs de la PEI. Les POx-b-
PEI sont des copolymeéres possédant un bloc cationique permettant son association au plasmide
et un bloc hydrophile neutre susceptible d’induire une furtivité, ce qui le classe parmi les
candidats intéressants dans le domaine du transfert de génes. A notre connaissance, la synthese
de ces copolymeres est réalisée, a ce jour, uniqguement par couplage de deux chaines
macromoléculaires entre elles. Cette méthode de synthése présente divers inconvénients tels
qu’un faible rendement et des étapes de purifications fastidieuses. En ce qui concerne
I’hydrolyse sélective de copolyméres poly(2-oxazoline), celle-ci est réalisee uniquement de

maniere partielle et méne donc a des copolymeres statistiques.

Les parameétres physico-chimiques des nanoparticules doivent étre contrdlés pour
permettre un transfert de génes efficace. Les recherches se sont intéressees a la compréhension
des étapes de la complexation ainsi qu’a la méthode de formulation dans le but de formuler des

polyplexes efficaces. Pour cela, les objectifs s’inspirent des thérapies virales qui ont fait leurs
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preuves : la taille des complexes doit étre de I’ordre de 50 a 100 nm et la concentration en ADN

doit &tre au minimum de 0,6 mg.mL™,

Dans le cadre de cette thése, qui fait partie intégrante du projet Virus-Inspired
NanoParticles (VINP) financé par I’ Agence Nationale de la Recherche (ANR), la synthése de
nanoparticules de taille inférieure & 100 nm composées de polymére et d’ADN plasmidique
(ADNp) avec pour objectif la transfection des cellules pulmonaires et/ou hépatiques est étudiée.
Ce travail se divise en trois parties : tout d’abord, nous nous sommes consacrés a la synthése de
copolymeéres a blocs poly(2-oxazoline)-b-polyéthylénimine via 1’hydrolyse sélective de
copolymeéres a blocs poly(2-Ri-oxazoline-b-2-R>-2-o0xazoline). Puis, ces polymeéres ont été
fonctionnalisés dans le but d’améliorer les étapes de la transfection. Enfin, des polyplexes
formulés par une nouvelle méthode dite « par extrusion » ont été réalisés dans 1’objectif
d’obtenir des nanoparticules de taille inférieure a 100 nm et ont été utilisés lors de tests in vitro

et in vivo.
Ce manuscrit de these se compose de cing chapitres.

Le premier chapitre s’intéresse a la bibliographie sur la thérapie génique non virale a
base de polymeéres. L’historique de la thérapie génique ainsi que son concept et les diverses
méthodes de transfection seront tout d’abord décrits. Puis, dans une deuxiéme partie, la
polyéthylénimine, polymere de référence, sera présentée en détail, de sa synthése aux résultats
biologiques obtenus. Dans le but d’améliorer les vecteurs a base de PEI, les différents types de
fonctionnalisations possibles (sites de greffage et méthodes de greffage), ainsi que les
groupements d’intérét ayant démontré leur apport, seront exposés. Nous nous intéresserons,
ensuite, plus particulierement aux copolymeéres POx-b-PEI et a leurs méthodes de synthése.
Enfin, dans une derniére partie, la physicochimie des complexes sera présentée, de la

formulation du complexe aux contraintes imposées par les tests biologiques.

Le second chapitre présente une nouvelle méthode de synthese des POx-b-PEI par
hydrolyse sélective de copolyméres a blocs poly(2-Ri-oxazoline-b-2-R2-2-oxazoline). Tout
d’abord, deux types de précurseurs POx de différentes masses molaires seront synthétisés : des
copolymeéres poly(2-méthyl-2-oxazoline)-b-poly(2-éthyl-2-oxazoline) et des copolymeéres
poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-b-poly(2-méthyl-2-oxazoline). Le caractére thermosensible de
ces copolymeéres permet une auto-organisation des macromolécules en solution sous forme de
micelles ceeur/couronne a haute température. Puis, des conditions donnant lieu a une hydrolyse

sélective de la couronne seront mises au point pour obtenir les polymeres POx-b-PEI ciblés.
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Dans un troisieme chapitre, la fonctionnalisation de ces polymeéres est étudiée. Nous
nous intéresserons a trois fonctionnalisations. La libération de I’ADN dans le cytosol des
cellules est améliorée par 1’ajout de résidus histidine (his) sur le polymére. Des copolymeres
PEI(his)-b-POx seront synthétisés afin d’optimiser le transfert de génes. Dans un second temps,
nous nous intéresserons a la fonctionnalisation des fins de chaines polymeére. Premierement, un
ligand cellulaire de type galactose permettant un ciblage actif sera couplé par chimie click sur
I’extrémité hydrophile des copolymeéres PEI-b-POx. Dans un second temps, des poly(2-
oxazoline)s portant un groupement fluorescent de type dansyle seront synthétisés pour

permettre le suivi des polyplexes lors des tests biologiques.

Le quatriéme chapitre présente la formulation des complexes polymeres/ADN ainsi que
leurs évaluations biologiques. Tout d’abord, une méthode de formulation des complexes « par
extrusion » permettant I’obtention de solutions concentrées en polyplexes sera présentée et nous
nous intéresserons a I’optimisation des conditions de formulation dans I’optique d’obtenir des
polyplexes d’une taille inférieure a 100 nm. Ces polyplexes seront analysés par diffusion de la
lumiere et par cryo-microscopie électronique a transmission afin de déterminer leurs tailles et
leurs structures. Puis, les efficacités de transfection et la cytotoxicité de ces nouveaux
complexes polyvalents réalisés a partir des différentes familles de polymeéres seront étudiées in
vitro et in vivo. Ces résultats seront comparés aux polyméres PEI témoins avec pour objectif
d’observer une amélioration de la transfection et une diminution de la toxicité. Nous pourrons
alors comparer I’influence de la masse molaire du polymeére, de I’architecture du polymére et
de la fonctionnalisation du polymeére en fonction de la toxicité et de 1’efficacité de transfection

dans le but de déterminer les polyméres les plus prometteurs.

Pour terminer, un cinquiéme chapitre présente la partie expérimentale et inclut ainsi les

techniques d’analyse, le matériel utilisé et les protocoles expérimentaux.

Nous souhaitons préciser que les figures, schémas et tableaux seront présentés en anglais
afin que la communauté internationale puisse prendre connaissance des données dans la version

publiée en ligne de la thése.
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Introduction

La thérapie génique a pour but d’introduire des acides nucléiques exogénes a vocation
thérapeutique dans des cellules cibles afin de moduler intentionnellement le fonctionnement de
la cellule ciblée, par exemple 1’expression d’un geéne. Les genes constituent notre matériel
génetique et I’ensemble de ces génes sont le résultat d’un code constituant 1’acide

désoxyribonucléique (ADN).

L’ADN est une macromolécule polynucléotidique ayant une structure treés ordonnée
découverte par Watson et Crick en 1953.1 1l est constitué de deux brins en double hélice formés
d’unités de répétition nommées nucléotides. Ces nucléotides sont composés d’un groupe
phosphate, d’un sucre, le désoxyribose, et d’une base. Il existe quatre types de bases - I’adénine
(A), la thymine (T), la guanine (G), la cytosine (C) - qui sont complémentaires deux & deux par
des liaisons hydrogéne (A-T et G-C) et qui permettent I’organisation 3D des deux brins d’ADN.
L’enchainement des différentes bases, nommé séquence, porte 1’information génétique et

constitue les génes.

Ce génome permet a la machinerie cellulaire de synthétiser toutes les protéines et autres
molécules nécessaires au fonctionnement de I’organisme d’un étre vivant. Or, si une mutation
de ’ADN a lieu, c’est-a-dire un changement dans la séquence nucléotidique, le géne
correspondant ne permettra pas la synthese correcte de la protéine correspondante entrainant
I’apparition de pathologies. Dans le cas ou un unique géne est défectueux, nous parlons de

maladies monogéniques et la thérapie génique peut alors étre envisagee.

Ce type de traitement s’est, aujourd’hui, développé pour de nombreuses maladies :
maladies génétiques, cancers, maladies infectieuses ... De nombreuses recherches ont été et

sont encore menees de nos jours dans ce domaine.

Ce chapitre a pour objectif de définir les bases de ce projet de thése. Dans un premier
temps, un intérét particulier sera porté a la thérapie génique. Aprés avoir défini ce qu’est la
thérapie génique, un historique de ses prémices a la commercialisation des premiers traitements
sera retrace, puis le mécanisme et les différentes étapes du transfert de génes seront détaillés.
Nous verrons que I’ADN seul ne permet pas d’atteindre ’efficacité nécessaire et que des
vecteurs sont généralement utilisés. Les différents types de vecteurs développés afin
d’améliorer I’efficacité du traitement seront présentés en deux parties : les vecteurs viraux et

les vecteurs non-viraux. Dans une deuxieme partie, un intérét particulier sera porté a la
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polyéthylenimine, le « gold standard » en matiere de transfection non virale, et les différentes
possibilités d’amélioration de ce vecteur seront étudiées avec, tout d’abord, les stratégies de
ciblage et de « trafficking », puis, les stratégies de furtivité. Nous nous intéresserons, dans une
troisieme partie, au développement des copolymeéres a base de polyoxazoline (POXx) et de
polyéthylenimine (PEI), constituants potentiels de vecteurs, avec un apercu des différentes
possibilités de synthése de ces copolymeéres puis un intérét particulier sera porté aux
copolymeéres présentant une double hydrophilie. Enfin, une derniere et quatrieme partie portera
sur la physicochimie des complexes ADN-polymeére avec, premiérement, un regard sur les
interactions régissant la formation de ces complexes, puis les contraintes apportées par les

études in vitro/in vivo seront explicitées.
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Partie l. La thérapie génique

La thérapie génique est définie par différents organismes de santé. Au niveau national,
un médicament de thérapie génique est défini par I’agence nationale de sécurité du médicament

et des produits de santé (ANSM) comme suit :

« Un médicament de thérapie génique (MTG) est un produit obtenu par un ensemble de
procédés de fabrication visant au transfert d’un geéne prophylactique, diagnostique ou
thérapeutique chez ’homme et son expression consécutive in vivo. Le transfert d’un géne
implique un systéme d’expression contenu dans un systéme d’administration appelé vecteur qui

peut étre d’origine virale ou non virale ».2

L’agence européenne des médicaments (AEM) donne, quant a elle, la définition
suivante : « Un médicament de thérapie génique (GTMP - Gene therapy medicinal product) est

un médicament biologique qui présente les caractéristiques suivantes :

(@) il contient une substance active qui contient ou consiste en un acide nucléique
recombinant utilisé ou administré a des étres humains en vue de réguler, réparer, remplacer,
ajouter ou supprimer une séquence génétique et ;

(b) son effet thérapeutique, prophylactique ou de diagnostique se rapporte directement
a la séquence d’acide nucléique recombinante qu’il contient, ou au produit de I’expression

génétique de cette séquence.

Les médicaments de thérapie génique n’incluent pas les vaccins contre les maladies

infectieuses.»® [Traduction]

Cette deéfinition parle ici de séquences d’acides nucléiques qui peuvent étre des ARN
messagers (ARNmM) ou encore des siARN (small interfering RNA), et non pas uniqguement des
génes codés par de I’ADN, comme dans la définition donnée au niveau national. Cette ouverture
a d’autres stratégies thérapeutiques est importante puisque des recherches ont souligné que
différents types de matériel génétique permettaient I’obtention de résultats positifs en thérapie
génique comme en témoignent Wolff et al.* ou Song et al.* qui furent les premiers a utiliser,

respectivement, un ARNm et un siARN pour une application thérapeutique.

Enfin, la US Food and Drug Administration (FDA) décrit les médicaments de thérapie
génique comme des « produits qui induisent leurs effets par transcription et/ou traduction du
matériel génétique introduit et/ou par intégration dans le génome héte et qui sont administrés

sous forme d’acides nucléiques, de virus ou de micro-organismes génétiqguement modifiés. Le
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produit peut étre utilisé pour modifier les cellules in vivo ou transféré a des cellules ex vivo

avant I’administration au receveur ».° [Traduction]

En comparaison aux deux précédentes, cette derniére définition souligne le fait que les
transfections peuvent étre réalisées in vivo ou in vitro. Cela permet d’imaginer différents types

de modifications génétiques et ainsi d’élargir les stratégies possibles.

I.  Un peu d’histoire ...

I.1. Les prémices de la thérapie génique

Les premiers travaux de genétique débutent dans le domaine de la bactériologie
quelques décennies avant que le terme de « thérapie génique » ne soit évoqué. En effet, c’est
Frederick Griffith, un bactériologiste anglais, qui débute ces recherches en 1928.° 11 s’intéresse
a la pneumonie bactérienne et met en évidence, par hasard, la transformation d’un
pneumocoque inoffensif en une forme virulente sans avoir identifié 1’acteur de cette mutation.
Aprés de nombreuses expériences sur ces pneumocoques pour interpréter cette transformation,
Avery et al.” démontrent, en 1944, que 1’acide désoxyribonucléique en est le protagoniste et

devient alors un important sujet de recherche.

Par la suite, Zinder et Lederberg® découvrent, en 1952, ce qu’ils appelleront la
transduction, c’est-a-dire le mécanisme de transport de I’ADN d’une bactérie a une autre via un
bactériophage. Ce phénomene sera trés vite développé afin d’étre utilisé comme un outil
bénéfique dans les recherches en bactériologie mais également dans le domaine des virus
eucaryotes. 1l faudra ensuite attendre 1962 pour que Szybalski® réussisse le premier transfert

héréditaire de géne in vitro sur des cellules de mammifere.

Le terme « thérapie génique » fait alors son apparition en 1966 avec E. L. Tatum®® qui
parle pour la premiére fois d’ingénierie génétique et de la possible utilisation de virus dans un
but thérapeutique. Les virus se multiplient en detournant la machinerie cellulaire a leur
avantage : I’introduction du génome viral dans la cellule héte conduit & la synthése de nouveaux
virus par la cellule elle-méme. L’idée de Tatum est alors de modifier les virus en éliminant leur
matériel génétique, et donc leur pouvoir pathogene, afin d’y incorporer un ADN thérapeutique.
Aprés un essai infructueux de Rogers et al.!! en 1973, S.A. Rosenberg!? réussit le premier
transfert de géne sur un humain, officiellement accepté par the Recombinant DNA Advisory
Commitee (RAC). Cette expérience est réalisée en 1989 sur des patients atteints d’un mélanome

métastatique auxquels un marqueur de gene a été introduit.
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Débutent alors de nombreux essais de transfert de génes thérapeutiques, dont
notamment celui de M.R. Blaese®® en 1990. Cet essai vise deux enfants atteints d’une déficience
en adénosine désaminase (ADA-DCID). Une thérapie génique ex vivo est réalisée : leurs
cellules prélevées puis transfectées ex vivo afin d’exprimer le géne codant pour 1’adénosine
désaminase sont réimplantées, le résultat est concluant temporairement pour un des patients.
Puis, le premier essai de transfert de gene thérapeutique in vivo a 1’aide de rétrovirus et

d’adénovirus est réalisé, en 1995, par Puumalainen et al.'4

La thérapie génique connait alors des années de recherches intensives. Cependant, en
1999, un essai clinique en cours a I’université de Pennsylvanie a Philadelphie est a I’origine du
premier déces d’un jeune patient de 18 ans traité par thérapie génique. Jesse Gelsinger est
victime d’une tres forte réponse de son systéme immunitaire a la suite d’une injection a tres
haute dose d’adénovirus.'® Les investigations révélent que le protocole validé par le National
Institutes of Health (NIH) n’avait pas été respecté. Les recherches, arrétées le temps de mettre

en lumiére ces erreurs, ont alors repris avec une obligation d’un suivi trés précis du protocole.

1.2. Aujourd’hui : Ou en sommes-nous ?

Les recherches en thérapie génique ont connu un essor trés important depuis le début
des années 2000 avec 3025 essais cliniques, aujourd’hui, recensés. Le journal scientifique
« journal of gene medicine » répertorie et classe les différents essais cliniques selon plusieurs
paramétres.’® Ces données, mises a jour en décembre 2019, soulignent, d’une part, que les
cancers et les maladies monogéniques sont les maladies les plus traitées par ces essais cliniques
(Figure 1.1.a) et, d’autre part, que les vecteurs utilisés sont majoritairement des virus. Ils

représentent en effet 2077 essais sur les 3025, soit 69 % (Figure 1.1.b).

Aujourd’hui en France, une trentaine d’essais cliniques sont en cours (phase I a III)

principalement & visée oncologique.’
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Figure 1.1 : Répartitions des essais cliniques de thérapie genique selon (a) les maladies
traitées et (b) le type de vecteurs utilisé. Adapté de'®

De ces nombreux essais cliniques effectués dans le monde, quelques victoires ont permis
la commercialisation de traitements de thérapie génique utilisant différents types de vecteurs.
C’est en 2003 que le premier médicament est mis sur le marché en Chine. La Gendicine™ est
un vecteur adénoviral visant le traitement des carcinomes épidermoides de la téte et du cou.*
Un deuxiéme traitement a base d’adénovirus pour le traitement de cancers, Oncorine, est
également accepté en Chine en 2005. Puis, suit Glybera®, le premier traitement de thérapie
génique accepté par I’Union Européenne, en 2012, pour les déficits en lipoprotéine lipase
utilisant un virus adéno-associé de sérotype 1 (AAV1).1° Aux Etats-Unis, il faut attendre 2015
pour que le premier traitement de thérapie génique soit approuvé avec I’autorisation de mise

sur le marché d’un virus d’Herpes sous le nom Imlygic™ pour traiter des mélanomes.?

Récemment, les médicaments de thérapie génique non viraux voient leurs tests cliniques
aboutir, leur permettant ainsi d’étre commercialisés. En 2018, le premier médicament de ce type
est mis sur le marché aux USA et en Europe. Onpattro™ vectorise un siRNA pour les amyloses
héréditaires grace a un liposome (composé de heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-yl-4-
(dimethylamino) butanoate, DLin-MC3-DMA, a-(3"-{[1,2-di(myristyloxy) propanoxy]
carbonylamino}propyl)-o-méthoxy  polyoxyéthyléne, PEG2000-C-DMG, distéaroyl
phosphatidylcholine, DSPC et cholestérol).?! Aujourd’hui un intérét est porté a ce type de
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traitement pour agir contre des maladies pulmonaires comme la pandémie actuelle du

coronavirus ou ’asthme grace a 1’inhalation de médicaments a base de siRNA notamment.?2

Néanmoins, le colt élevé de ces thérapies est défavorable a une large commercialisation.
Ainsi, Glybera®, developpé par UniQure, recoit le titre de « médicament le plus cher au monde
en 2015 » avec un colt de 1 million de dollars. Aujourd’hui, ce traitement n’est plus
commercialisé par manque de demande. Strimvelis™, un retrovirus accepté en 2016 en Europe,
colte, quant a lui, 665 000 dollars par thérapie. Depuis sa mise sur le marche, uniquement 5

patients ont été traités via cette thérapie.

Malgré ces échecs commerciaux, d’autres traitements sont développés et
commercialisés. Le Tableau 1.1 récapitule les médicaments, aujourd’hui, acceptés dans le
monde utilisant un vecteur.?® D’autres médicaments utilisant de I’ADN mais sans vecteurs tels
que Spinraza™, Tegsedi® ou encore Givlaari® sont également commercialisés. Ces derniers

sont répertoriés dans la revue de Pedraz et coll.?* réalisée en 2020.

Aujourd’hui, la thérapie génique reste un domaine en large développement avec de

nombreuses équipes de recherches travaillant toujours dans le domaine.
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Tableau 1.1 : Liste des médicaments de thérapie génique utilisant un vecteur viral ou non
viral et ayant une autorisation de mise sur le marché.?

Nom . , Daf[e . Agence Indication Vecteur
commercial d’autorisation
Vecteurs viraux
Gendicine™  10/2003 SFDA Carcinome épidermoide 40y irys
de la téte et du cou
Cancer nasopharyngeé
Oncorine® 11/2005 SFDA réfractaire au stade Adénovirus
avancé
Glybera®®  12/2012 EMA _ Deficience en AAV1
lipoprotéine lipase
. T™ 10/2015 FDA . Virus herpes
Imlygic 12/2015 EMA Melanome simplex
EMA Personnes transplantées Rétrovirus/
Zalmoxis™ ®@  09/2016 (Autorisation de cellules souches Virus herpes
conditionnelle) hématopeiétiques simplex
Déficience en
Strimvelis™ 05/2016 EMA adénosine désaminase Rétrovirus
(ADA-SCID)
. 08/2017 FDA Leucémie .
™
Kymriah 08/2018 EMA lymphaoblastique aigué Lentivirus
Yescarta® 10/2017 FDA Lymphome a Rétrovirus/
08/2018 EMA lymphocytes B lentivirus
12/2017 FDA T
™
Luxturna 09/2018 EMA Dystrophie rétinienne AAV2
Zolgensma®  05/2019 FDA Atrophie musculaire AAV9
spinale
Zynteglo® 05/2019 EMA Béta-thalassémie Lentivirus
Vecteur non-viral
Onpattro™ 08/2018 FDA Amylose induite par la DLL'?r?_S'\(jlngg_
P 08/2018 EMA transthyrétine (WATTR) DA

SFDA : Stade Food and Drug Administration - Chine
AEM : Agence Européenne du Médicament

FDA : Food and Drug Administration — Etat-Unis

(a) Il faut prendre en compte que le médicament Zalmoxis™ n’est aujourd’hui plus autorisé dii
a un bénéfice trop faible en comparaison avec les traitements existants et Glybera® n’est plus
commercialisé aujourd’hui.
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Il. Lefonctionnement de la thérapie génique

II.L1. Les différentes approches

Différents types de maladies peuvent étre traitées par thérapie génique. Pour cela,

différentes approches ont été répertoriées par Wang et Gao et sont présentées ici :°

a) La thérapie d’augmentation génétique : cette approche est utilisée dans le cas ou
les cellules produisent une protéine non efficace. Le but est, dans ce cas, de transfecter un
exogene additionnel aux cellules qui permettra de synthétiser une protéine fonctionnelle.
(Schéma 1.1.a)

b) La thérapie génique d’inhibition : parfois, la mutation génétique engendre des
protéines actives mais malignes, elles ont alors une activité néfaste pour 1’organisme. La
transfection d’un nouveau géne aura pour but d’inhiber son expression afin de rétablir une
activité normale. (Schéma 1.1.b)

C) La mort de cellules spécifiques : dans cette derniére approche, ce n’est pas une
protéine qui est visée mais un type cellulaire malin. Le géne transfecté permettra, soit
I’autosuicide des cellules (Schéma 1.1.c.i), soit I’activation du systeme immunitaire pour
donner lieu a la destruction de ces cellules (Schéma 1.1.c.ii). Un ciblage cellulaire est alors

primordial afin de ne pas toucher les cellules saines.

functioning
i suicide
a) —-\\.— gene C.I) —mw— gene
S Y .
P— diseased suicide gene diseased
{'?” W‘,lh " cell funrllc‘)lnlng cell produces toxic cell dies
non-functioning normally product
gene
immune
b) blocking C.ll) marker @  sstemattacks
gene —— gene marked cell
\ —— \
1 —-—— . =
) o diseased marker proteins \ . diseased
cell containing new gene product  cell functioning cell expressed on cell dies
faulty gene blocks faulty gene normally cell surface .

Schéma 1.1 : Les differentes approches en thérapie genique : (a) la thérapie d'augmentation
génétique, (b) la thérapie d'inhibition génique, (c) la destruction d'un type cellulaire. Extrait
de26

Quelle que soit I’approche choisie pour traiter la maladie, la thérapie génique s’effectue
uniquement sur les cellules somatiques et il est important de rappeler que deux stratégies

peuvent étre envisagées (Schéma 1.2) : %/
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- La technique in vivo avec une administration directe du traitement dans 1’organisme.

Différentes voies sont possibles telles que I’injection systémique ou I’administration locale

(intramusculaire, nébulisation dans les poumons...).283 Le traitement est alors soumis aux

différentes barriéres de 1’organisme et les cellules ne sont donc pas toutes transfectées et

I’efficacité reste donc faible.

- Latechnique ex vivo : elle consiste a prélever des cellules chez le patient. Ces cellules sont

ensuite cultivées en laboratoire afin de les modifier in vitro avec le géne thérapeutique puis

sont reimplantées chez le malade. L’avantage de ce type de thérapie est ’absence de

réponse immunitaire. Cependant, lors de la réimplantation, une faible partie des cellules

réimplantées reste viable.

In vivo gene editing

Viral Liposome
vector P
[ (YY)
\Zi\ .\
- - ¥ .
- Peptides
olymers ;
i oy

e NI

.

‘/Isolalion
{

Re-infusion

Target cells

Ex vivo gene editing

v

Viral
delivery

zl? q

Non-viral delivery
Electroparation Liposome Polymers

& Iﬁ- T 1 =3

v

&

Expansion

ii % i; E Gene edited cells

Schéma 1.2 : Les différentes techniques de thérapie génique : in vivo et ex vivo. Extrait de3!

I1.2. Les étapes de la transfection d’un exogéne

Le transfert de génes a pour finalité I’introduction du matériel génétique dans la cellule.

Cependant, avant cette eétape, de nombreuses barrieres biologiques sont a franchir (Schéma 1.3).

Ces différentes étapes sont détaillées ci-dessous. Le schéma 1.3 représente la

transfection d’'un ADN plasmidique (ADNp, ie. circulaire) complexé par un polymeére

cationique (vecteur non viral). Les différents types de vecteurs ainsi que leurs avantages et

inconvénients seront discutés dans la partie I11.
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Schéma 1.3 : Les différentes étapes de la transfection : (i) formation d’un complexe
ADN/polymere, (ii) administration du traitement, (iii) les différentes barriéres biologiques
extracellulaires, (iv) endocytose du vecteur, (v) libération du vecteur dans le cytoplasme, (Vi)
migration dans le cytosol et entrée de I’ADN dans le noyau.

L’utilisation d’un vecteur permettra de protéger I’ADN en augmentant son temps de vie
dans I’organisme et ainsi son efficacité. Ce vecteur peut étre soit de nature virale soit non-virale.
Selon le mode d’administration, le vecteur contenant la charge nucléotidique devra franchir
différentes barrieres extracellulaires jusqu’aux cellules cibles. L’internalisation dans la cellule
peut se faire selon différents mécanismes, dépendant en particulier de la nature du vecteur et de
la taille de celui-ci, mais I’endocytose est souvent observée. Enfin, 1’étape d’échappement de
I’endosome est impérative afin de libérer I’ADN dans le cytosol puis il migrera jusqu’au noyau

pour y étre internalisé dans le cas d’'un ADNp.

I1.2.a. La formation du polyplexe

L’ADN est une macromolécule chargée négativement de trés haute masse molaire. Le
transport de cette molécule dans 1’organisme est difficile. Seul, il lui est tres difficile de franchir
les différentes barrieres biologiques, I’efficacité du traitement est alors extrémement faible. Un

vecteur se révele nécessaire (Schéma 1.3.i).

Un ADN plasmidique a une taille de plusieurs centaines de nanometres : par exemple,
des plasmides de 5,76, 9,80 ou 16,8 kbp ont des diameétres de 260 a 386 nm dans leur forme
circulaire ouverte.®? Les interactions électrostatiques entre I’ ADNp chargé négativement et le
polymére chargé positivement permettent la condensation de I’ADN en une forme super-
enroulée et d’aboutir a une taille compatible a celle pouvant étre internalisée par une cellule.
On obtient alors un complexe de taille nanométrique, nommeé polyplexe, comprenant plusieurs
copies d’ADN, pouvant transporter I’ADNp vers I’intérieur d’une cellule, tel un vecteur. Cette

complexation protége ainsi le matériel génétique des nucléases a 1’origine de sa destruction
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dans 1’organisme.® De par le mode de formation du complexe, il n’y a pas de limite de taille
de I’ADN dans ce cas.

11.2.b.L’ administration

Dans le cadre d’une thérapiec génique in vivo, le choix du mode d’administration
(Schéma 1.3.ii) est un paramétre important qui va définir les barrieres rencontrées lors du
transport extracellulaire. En fonction de I’organe ou des tissus ciblés, le traitement peut étre

administré par voie systémique ou locale (intramusculaire, nébulisation dans les poumons...).

Il.2.c. Le transport extracellulaire

Malgré la protection de ’ADN par un vecteur, les polyplexes sont, tout de méme,
considérés comme des corps étrangers par 1’organisme. lIs sont alors soumis a des mécanismes
de défense du systeme immunitaire et & des barriéres liées a la taille des nanoparticules (Schéma
1.3.iii). Dans le cadre de ce travail, deux possibilités sont envisagées pour atteindre les
poumons, organe cible de notre étude : par voie systémique ou par aérosol. Nous nous

intéresserons donc uniquement a ces deux voies dans ce chapitre.

Dans le cas d’une administration par aérosol, la principale barriere extracellulaire est le
diametre du réseau pulmonaire. Il est important que les particules nébulisées puissent arriver en
tout point des poumons, de la trachée jusqu’a la zone respiratoire, soit les bronchioles (diamétre
de 1a5 um) et les alvéoles (diamétre < 1 um).3* Ainsi, les gouttelettes contenant les polyplexes
pourront pénétrer en profondeur si elles ont une taille inférieure a 1 um (Schéma 1.4). De plus,
la présence de mucus dans le réseau pulmonaire, d’autant plus dense et important chez une
personne malade, ralentit la diffusion des nanoparticules et complique la diffusion des
polyplexes. Enfin, la rencontre de macrophages et de phagocytes, avant ’entrée dans les

cellules cibles, peut mener a la destruction des polyplexes, reconnus comme corps étrangers.®
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Schéma 1.4 : Pénétration des gouttelettes aérosolisées dans les poumons selon leur taille.

Adapté de®

Lors d’une injection par voie intraveineuse, solution qui est la plus reproductible, les

polyplexes sont transportés par le flux sanguin aux différents organes selon le Schéma I.5. Les

polyplexes vont rencontrer de nombreux mécanismes de clairance via les éléments du sang ou

dans les différents organes, comme décrits par Bertrand et Leroux.*

5,800 mL/min
(100 %)

.' ' (100 %)
)

CNS

700 mL/min
(13%)

1,100 mL/min
(20 %)

- Portal vein:
77 mL/min E{‘.@ 1,150 mL/min
(1.4%) dpis

%
300 mL/min

(5 %)

5,800 mL/min

240 mL/min
4%

1,240 mL/min
(22%)
Intravenous

injection

1,310 mL/min
(23%)

) )
Muscle, skin and adipose tissues

Schéma 1.5 : Distribution du flux sanguin dans les différents organes. Extrait de®

Apres leur injection, les polyplexes se dirigent vers le coeur, puis le poumon, ou ils

rencontrent la premiére barriére biologique. Les poumons ont des capillaires compris entre 2 et

13 um. Ainsi, les particules supérieures a 10 um restent piégées en permanence, celles entre 3

et 6 um seront d’abord bloquées puis libérées pour rejoindre la circulation sanguine et les

particules inférieures & 3 um ne sont en aucun cas retenues par les poumons. La rétention des
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grosses particules pouvant causer des thromboses ou des embolies pulmonaires, il semble donc

primordial de contrdler la taille des polyplexes.

De plus, lors de leur circulation dans le systéeme sanguin, les polyplexes rencontrent les
différents composants du sang, en particulier les protéines sériques (opsonines et
dysopsonines). Ces derniéres risquent d’interagir avec les polyplexes en fonction de leurs
propriétés de surface.®” En effet, ces protéines vont se déposer a la surface des nanoparticules
et alors augmenter leur taille. Ce dépdt est d’autant plus facilité que les nanoparticules sont
grandes car leur rayon de courbure est plus faible. L’augmentation de la taille des
nanoparticules facilitera alors leur élimination par les macrophages et la reconnaissance des
protéines déposées en surface engendrera 1’activation du facteur du complément et la clairance

par les divers organes.®

En effet, le flux sanguin est ensuite distribué aux organes (Schéma 1.5). Ceux-ci peuvent
développer différents mécanismes qui leur sont propres afin d’éliminer les nanoparticules. Nous
pouvons citer par exemple les cellules de Kupffer dans le foie qui vont, par phagocytose, capter
les particules couvertes par les opsonines ou reconnues par les récepteurs de ces cellules.®® Cela
est trés fréquent pour les particules entre 1 et 3 um. De plus, les organes filtrent les particules
selon leurs tailles (Tableau 1.2). Dans le cas de la filtration rénale, nous noterons que les
particules inférieures & 6 nm (correspondant a des polyméres de masse molaire 30 kg.mol™

environ) seront éliminées.

Tableau 1.2 : Diamétre des particules retenues par les différents organes.*

Tailles des particules

Organes
retenues
Poumons > 10 pm
Reins <6 nm (30 kDa)
Foie >1um
Rate >0.2 um

Le design de nanoparticules de taille supérieure a 10 nm et inférieure a 100 nm semble
donc un objectif important afin de permettre une circulation prolongée dans le sang et éviter la
clairance par les différents organes et les différents mécanismes de défense de I’organisme. La

probabilité des polyplexes de rejoindre les cellules cible en sera augmentée.

28



Chapitre 1 : Etude bibliographique

I1.2.d.L’internalisation cellulaire

Aprés avoir passe les barrieres extracellulaires, il est nécessaire que les polyplexes
soient internalises dans les cellules afin de rejoindre le noyau de celles-ci. Les nanoparticules
rencontrent alors la membrane cellulaire composée d’une bicouche phospholipidique avec, a sa
surface, de nombreuses protéines et autres biomolécules. Cette membrane est chargée
négativement et va donc pouvoir interagir par interactions électrostatiques avec le polyplexe
chargé positivement (Schéma 1.3.iv). Les différents mécanismes d’internalisation déterminent,
ensuite, le parcours intracellulaire pour rejoindre le noyau.®° Ils se divisent en deux catégories:

une entrée directe des nanoparticules dans la cellule ou une absorption par endocytose.

L’internalisation par voie directe est peu fréquente. Néanmoins, une intervention
humaine a I’aide des mécanismes physiques présentés ultérieurement peuvent favoriser ce type

d’internalisation.

L’endocytose, processus majoritaire, regroupe les mécanismes d’internalisation mettant
en route la machinerie cellulaire et biologique tels que la phagocytose, la macropinocytose ou
la voie clathrine dépendante.*®*! Le Schéma 1.6 regroupe les différents types d’endocytoses (a)

et illustre schématiquement I’internalisation dans la cellule (b).
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Schéma 1.6 : (a) Organisation et (b) schéma des voies d'internalisation cellulaire par
endocytose. Adapté de®04!

L’endocytose peut se produire par phagocytose ou pinocytose. Le choix entre ces deux
types d’internalisation cellulaire se fait selon la taille des particules. La phagocytose est la voie
préférentielle dans le cas de nanoparticules de taille supérieure a 500 nm alors que les plus
petites nanoparticules utilisent la pinocytose.

La phagocytose (du grec phagein « manger » et cytos « cellule ») est utilisée pour
éliminer les éléments pathogénes comme les bactéries ou encore les cellules mortes. C’est un
des mécanismes de défense du systéme immunitaire.*? Les macrophages ou les neurophiles
reconnaissent ces éeléments via leurs surfaces. Les récepteurs phagocytaires vont ainsi
reconnaitre des ligands présents a la surface de leurs cibles ou encore les opsonines s’étant
déposées sur celles-ci. Le mécanisme de phagocytose se met en place : des pseudopodes
entourent la cible afin de I’internaliser (Schéma 1.6.b.i). Un phagosome est alors formé et
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fusionne avec les lysosomes afin de détruire la cible.** Dans notre travail, cette voie
d’internalisation n’est pas souhaitée car elle améne a la digestion du polyplexe et donc a une
clairance du traitement pour les administrations systémiques en particulier. La formulation de

nanoparticules de taille inférieure a 100 nm devrait donc nous affranchir de ce mécanisme.

La pinocytose (la « boisson » de la cellule), quant a elle, se divise selon des voies

clathrine dépendante ou indépendante.

Tout d’abord, la voie clathrine dépendante (CME) a lieu, soit par interaction hydrophobe
ou électrostatique, soit par liaison de récepteurs membranaires aux ligands de surface des
nanoparticules (de nombreuses familles de récepteurs et de ligands sont possibles). Cette
interaction spécifique a été plus largement étudiée. Apres la connexion a ces récepteurs, la
nanoparticule est entourée par des protéines cytosoliques, nommeées clathrines, afin de réaliser
une cavité qui formera une vésicule intracellulaire entre 100 et 500 nm (Schéma 1.6.b.ii). Cette
vesicule est ensuite libérée des clathrines en surface afin de permettre son association avec

d’autres endosomes.**

En ce qui concerne la voie clathrine indépendante, trois mécanismes peuvent y étre
différenciés : la voie cavéoline dépendante (CvME), la macropinocytose et les autres voies

clathrine et cavéoline indépendantes.

La voie CvME fonctionne comme la voie clathrine dépendante. Aprés une activation
par reconnaissance ligand-récepteur, une vésicule se forme grace a des protéines de cavéoline
en surface (coté cytoplasmique) afin d’internaliser les nanoparticules (Schéma 1.6.b.iii).
Cependant, la destination intracellulaire de ces vésicules est différente puisqu’elles se dirigeront

vers appareil de Golgi ou le réticulum endoplasmique.*®

Par macropinocytose, aucun récepteur n’est nécessaire pour son déclenchement. C’est
I’activation d’un récepteur de croissance qui va alors augmenter la polymérisation de 1’actine
et former une excroissance comme présenté sur le Schéma 1.6.b.iv. Cela va permettre
I’internalisation de nanoparticules ainsi que d’un large volume extracellulaire. Les vésicules,
nommees macropinosomes, ont un diamétre compris entre 0,5 et 10 um. Les macropinosomes

vont, ensuite, fusionner avec des endosomes puis avec des lysosomes.*®

Enfin, la voie clathrine et cavéoline indépendante permet [I’internalisation de
nanoparticules notamment par les voies Arf6-dépendante, RhoA-dépendante ou cdc-42-

dependante par exemple. (Schéma 1.6.b.v)
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Parmi toutes ces voies d’endocytose, la voie CME est reconnue comme majoritaire pour
I’internalisation des nanomeédicaments, dont les polyplexes utilisés dans le cadre de la thérapie
génique.*” Cependant, il est difficile d’identifier une unique voie d’internalisation des
polyplexes car différents types cellulaires peuvent internaliser par différents mecanismes les
mémes particules. Ainsi, le mécanisme d’endocytose cavéoline dépendant est également utilisé

par certaines cellules pour encapsuler les polyplexes.®

I1.2.e.La sortie de I’endosome

Aprés I’internalisation du polyplexe dans la cellule, celui-ci se trouve dans un endosome
précoce dont le pH est de 7,4. Cet endosome va alors maturer pour devenir un endosome tardif.
Pendant cette maturation, un changement de pH a lieu afin d’acidifier le milieu grace aux ponts
ATPase, le pH de I’endosome tardif étant de 6,5.4¢ Une fusion avec un lysosome pourra avoir
lieu. Celui-ci, d’un pH trés acide, autour de 4,7, contient des enzymes qui vont conduire a la
dégradation du contenu de ces vésicules. Il est donc primordial que les polyplexes puissent
sortir de 1’endosome a son stade précoce, afin de ne pas détruire 1’exogéne qui doit rejoindre
ensuite le noyau cellulaire (Schéma 1.3.v).

Un mécanisme d’éponge a protons a été proposé comme facilitant la sortie de
I’endosome. Dans notre cas, un polymere a base de polyéthylénimine (PEI), portant des groupes
histidines, utilise ce mécanisme décrit dans le Schéma 1.7. En effet, ces amines ont un effet
tampon, comme décrit par Jean-Paul Behr et coll.*® Lors de 1’acidification des endosomes, des
protons sont amenés par les ATPases du cytoplasme vers I’intérieur de la vésicule. Afin
d’équilibrer les charges et de maintenir 1’équilibre osmotique, des ions chlorures et des
molécules d’eau entrent également dans 1’endosome (Schéma 1.7.b). Cependant, les
groupements amines des polyplexes situés dans I’endosome vont capter les protons, leurs pKa
se situant dans cette gamme de pH. Dans le cas de PEI, il a été mis en évidence que les amines
secondaires passent de 15 % de protonation dans le milieu extracellulaire a 45 % de protonation
dans un lysosome di a I’acidification du pH de 7,4 & 5.% Il sera alors nécessaire, pour les
ATPases, de faire entrer plus de protons dans I’endosome pour diminuer le pH, menant
également a I’entrée de plus d’ions chlorures et d’eau. Cela conduira a la déstabilisation et & la
rupture de la membrane endosomale qui induira le relargage du polyplexe dans le cytosol.
(Schéma 1.7.c) Il est cependant important de mentionner que les études ne montrent pas si le

plasmide seul ou le polyplexe sort de I’endosome.
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Schéma 1.7 : Mécanisme d’éponge a protons induit par le polyplexe : (a) acidification de
I'endosome par les ATPase, (b) entrée de protons H* et d'ions CI- et protonation du polyplexe
par effet éponge a protons, (c) arrivées supplémentaires d'ions et de molécules d’eau entrainant
la déstabilisation de la membrane.

11.2.f. Le trafic intracellulaire et I'internalisation dans le noyau

Lorsque le polyplexe est libéré dans le cytosol, la derniére étape est sa migration vers le
noyau afin d’y étre internalisé (Schéma 1.3.vi). Ce transport au sein de la cellule a été étudié

pour en comprendre son fonctionnement.

Les cellules eucaryotes présentent un cytosquelette crucial pour leur fonctionnement
puisqu’il permet la réalisation de nombreux événements intracellulaires. Ce cytosquelette est
formé de deux éléments filamenteux majoritaires : les microtubules®® et I’actine®. Ils
permettent le transport des organites intracellulaires, des vésicules ainsi que des protéines. Ce
transport s’effectue le long de ce réseau notamment a 1’aide de protéines associées aux
microtubules (MAP). Fajac et coll.>? ont signalé que le transport intracellulaire du polyplexe
jusqu’au noyau via les microtubules et I’actine du cytosquelette était primordial pour une bonne
transfection. En effet, ils ont observé que si le squelette de microtubules ou d’actine est inhibé,
le transfert de géne diminue de 75 et 50 % respectivement. Les deux squelettes sont donc
nécessaires au transport du polyplexe dans le cytosol afin de permettre une accumulation

périnucléaire des polyplexes et ainsi un transfert de genes efficace.

La translocation nucléaire est alors la derniére barriére au transfert de génes. Celui-ci
peut avoir lieu via les pores nucléaires d’un diametre de 30 nm, soit de maniére passive pour

les petites molécules (ions, acides aminés, protéines ...), Soit de maniére active pour les
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molécules qui présentent un peptide NLS (nuclear localization signals) permettant une
reconnaissance. Cependant, ce transport par les pores nucléaires est tres peu efficace. Des
stratégies sont donc développées afin d’améliorer cette internalisation, notamment Breuzard et
al.® ont découvert que I’insertion de séquence 3NF dans le plasmide afin de permettre la liaison
avec le facteur de transcription NFxB facilite 1’internalisation nucléaire. Cette stratégie avec
I’utilisation d’un polyplexe a base de IPEI a permis de multiplier par 6 le nombre de plasmides
3NF internalisés par rapport au plasmide non modifié lors de la transfection in vitro de cellules
HeLa.

Néanmoins, le processus majeur d’internalisation des plasmides lors des expériences in
vitro a lieu lors de la mitose pour les cellules non-quiescentes (qui peuvent se diviser). En effet,
pendant une division cellulaire, la membrane nucléaire est détruite, le matériel génétique est
donc en libre mouvement dans le cytosol pendant la division, puis la membrane nucléaire se
reforme autour des chromosomes et internalise alors le plasmide se trouvant a proximité. In
vivo, a un instant t, moins de 1 % des cellules sont en division réduisant tres fortement la

possibilité de ce type d’internalisation passive.>*

lll. Les méthodes de transfection

Afin de permettre un transport efficace de génes thérapeutiques et le passage des
différentes barrieres biologiques que nous venons de voir, différentes solutions ont été
développées afin de faciliter la transfection et se classent en deux catégories : les méthodes

physiques et les méthodes utilisant des vecteurs viraux ou non-viraux.

lll.1. Les méthodes physiques

L’ADN nu peut étre utilisé seul, cependant, son efficacité est tres faible. Des méthodes
physiques de délivrance d’ADN ont donc été mises au point. Ce type de vectorisation est peu
utilisé di a la complexité de réalisation. Ainsi, les différentes méthodes seront simplement

décrites ici.2"%®

L’¢lectroporation a pour but de déstabiliser la membrane cellulaire grace a un courant
électrique. Le matériel génétique peut alors pénétrer dans la cellule pendant ce temps de
déstabilisation.®® Cette technique, utilisée in vivo ou in vitro, améliore le transfert de génes par

rapport a un ADN nu et ne peut étre utilisée que localement.>”*8

La sonoporation va permettre une transfection par application d’un champ d’ultrasons

de I’ordre du megahertz. Les ultrasons vont créer des bulles de cavitation permettant la
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formation de pores dans la membrane cellulaire et donc I’entrée dans la cellule de 1’exogene
situé a proximité.>®
La méthode hydrodynamique est réalisée par injection d’un grand volume d’une

solution d’ADN sous pression dans un vaisseau sanguin. La solution va alors passer du vaisseau

sanguin a 1’organe environnant et entrer dans les cellules.®

Le bombardement de particules (« gene gun ») se réalise en présence de particules d’or
ou de tungsténe, sur lesquelles de I'ADN est adsorbé. La technique consiste a propulser ces
particules de 1 a 3 um de diametre sur les cellules cibles. Ces particules vont alors pénétrer dans

la cellule et libérer ensuite le matériel génétique.5*

La magnétofection utilise des nanoparticules magnétiques combinées au matériel
génétique. Par application d’un champ magnétique externe, les particules vont se concentrer a
I’endroit désiré. Cette technique s’utilise en couplage avec une thérapie génique virale ou
chimique, c’est-a-dire avec un vecteur et tres rarement avec une molécule d’ADN nu. Cette

vectorisation permet une concentration rapide du traitement au niveau des cellules cibles.52%3

Cependant, les difficultés de mise en ceuvre ainsi que les effets indésirables de ces
méthodes pouvant modifier I’activité cellulaire freinent leur utilisation. Trés peu d’études
cliniques sont donc réalisées avec ce type de traitement. Leur intérét pourrait se développer

plutdt en combinaison avec une formulation d’ADN utilisant un vecteur.

l1l.2. Les vecteurs viraux

Les virus ont été les premiers vecteurs a étre développes pour la thérapie génique. En
effet, ils se répliquent par transfection de leur matériel génétique dans les cellules eucaryotes,
et donc humaines. Ainsi, apres désactivation de leur partie virale et insertion d’un exogéne
thérapeutique dans la capside virale, ces vecteurs présentent une tres bonne efficacité de
transfection. Cela explique les si nombreux essais cliniques réalisés avec des virus (Figure

1.1.b) et les tres nombreux traitements commercialisés avec ce type de vecteur (Tableau 1.1).

Afin de répondre aux différentes maladies ciblées, les chercheurs ont mis au point
différents types de vecteurs viraux pouvant étre utilisés en thérapie génique.?’ lls se

différencient par les caractéristiques suivantes :

- Le mécanisme de transfection,

- Lataille du transgéne pouvant étre incorpore,
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- Le temps d’expression du transgéne (1’incorporation du transgene dans le mateériel

génétique de la cellule cible permet une expression stable, s’il n’est pas intégré,

I’expression du géne n’est que transitoire),

- Latransfection in vivo ou in vitro,

- Les cellules ciblées.

Les différents types de virus, leurs propriétés ainsi que leurs avantages et inconvénients

sont résumés dans le Tableau 1.3.

Tableau 1.3 : Caractéristiques principales des vecteurs viraux.2"%4

Taill
Type de Taille a,' e du Temps Intégration , .
! génome , . \ Avantages Inconvénients
Virus (nm) (kb) d’expression du géne
, . L Mutageneése
Rétrovirus 100 8 Stable Aléatoire . 'g
insertionnelle
. Large gamme Immunogénicité
Adénovirus 80 35 Court Non g,gA 8 .
d’hotes Inflammation
Virus Gamme Mutagensse
Adéno- 20 4,8 + Stable Ouiou Non d’hOtes assez .g
. r insertionnelle
associé large
Virus Neurotoxique
N 150- . .
Herpés 200 150 Court Non Faible toxicité Mutageneése
simplex insertionnelle
Mutageneése
Cellules en insertiinnelle
Lentivirus 10 Stable Aléatoire division ou L
130 non Recombinaison
du VIH
La plupart des
150- lignées Haute
Poxvirus > 25 Stable Non g ) . e i
450 cellulaires  immunogénicité

mammiferes

Tout d’abord, nous pouvons citer les vecteurs rétroviraux. Ceux-Ci sont capables de

transfecter les cellules en division et intégrent leur matériel génétique dans le génome de la

cellule cible. L’expression du géne est donc permanente mais peut présenter des risques majeurs

en cas d’insertion au mauvais endroit dans le génome. Cavazzana-Calvo et son équipe en firent

la mauvaise expérience lors d’un traitement par rétrovirus qui a conduit a une leucémie chez

deux patients.® De plus, leur faible efficacité in vivo et leur incapacité a transfecter des cellules

quiescentes ont limité leur utilisation.
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Les vecteurs adénoviraux présentent I’avantage de pouvoir infecter une large gamme de
lignées cellulaires et de ne pas intégrer le géne dans le matériel génétique de la cellule hote.®
Cela permet d’éviter une insertion aléatoire mais donne lieu, alors, a une expression transitoire
ou limitée dans le temps. Cependant, I’inconvénient majeur de ces virus est la réaction
inflammatoire produite par I’organisme. C’est ce type de virus qui conduira au déces de Jesse

Gelsinger en 1999.% Son utilisation est donc controversée.

Afin de pouvoir étre développés a plus grande échelle, les recherches se sont orientées
vers des vecteurs viraux plus siirs, notamment les virus adéno-associés (AAV).8” C’est ce type
de vecteur qui sera le premier a étre commercialisé avec le Glybera®. lls ne présentent pas de
pouvoir pathogéne chez I’homme mais leur petite taille ne permet pas la transfection de larges
génes (maximum 4,8 kb). Ils sont aujourd’hui le sujet de plusieurs programmes de

développement, notamment financés par le Généthon.%

Les vecteurs issus du virus de I’Herpés simplex sont intéressants pour leur capacité a
transfecter un géne de trés haute masse molaire et semblent étre de bons candidats pour les
délivrances au niveau du systéme nerveux.% Les lentivirus, quant a eux, sont utilisés pour leur
capacité a transfecter des cellules non-divisibles telles que les cellules souches du systéeme
nerveux central.”>’ Enfin, les poxvirus permettent 1’insertion stable d’un exogéne de masse

molaire élevée.”?

Cependant, le caractere viral de ces vecteurs crée des limites a leurs utilisations. Des
réactions immunogeénes et carcinogénes révélées par différents types de virus, une limitation de
la taille de I’ADN vectorisé ainsi qu’un cout trés élevé de production menent les recherches a
s’orienter vers des méthodes de vectorisation non-virales.”>" Les vecteurs non-viraux peuvent

étre composés de lipides ou de polymeéres.
lll.3. Les vecteurs non-viraux

ll.3.a. Les vecteurs lipidiques

Les vecteurs peuvent étre de nature lipidique. Le terme de lipoplexe est employé pour
désigner le complexe formé entre I’ADN et le lipide et I’action de transfection par un lipoplexe

se nomme alors lipofection.

Un lipide est un composé amphiphile comportant une téte hydrophile et cationique dans
le cas présent, ainsi qu’une chaine grasse entre 12 et 18 atomes de carbone. Grace a leur

caractéere amphiphile, ces lipides cationiques s’autoorganisent sous différentes formes :
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liposomes, micelles ou encore bicouches lipidiques lamellaires en fonction du parameétre
d’empilement. Ce paramétre corrélé aux volumes et longueur de chaque partie détermine
I’organisation des lipides. Ces assemblages de lipides, en général des liposomes, vont pouvoir

ensuite interagir via des interactions électrostatiques avec les molécules d’ADN.

Les lipoplexes ainsi formes peuvent présenter différentes structures (Schéma 1.8) selon
I’auto-organisation initiale des lipides. Des structures lamellaires ou hexagonales sont ainsi
composées d’une alternance de domaines lipidiques et d’ADN. Ces organisations peuvent
migrer de I’une a I’autre en fonction des paramétres de la solution, tels que la température, le

pH ou encore la présence de sels.

Schéma 1.8 : Les différentes structures des lipoplexes : (a) la structure lamellaire L, (b) la
structure hexagonale H\C, (c) la structure hexagonale inversée H, . Extrait de’®

Les recherches sur les lipides cationiques ont commencé a la fin des années 1980 avec
les recherches menées par Felgner et al.”” Le DOTMA (chlorure de N-[1-(2,3-
dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium) est alors le premier lipide cationique

monovalent synthétisé en 1987.

De nombreuses recherches sont menées dans ce domaine et permettent la synthése de
différents lipides. De nouveaux lipides monovalents mais également des lipides multivalents
sont développés. J-P Behr synthétisa ainsi la DOGS (dioctadecylamidoglycylspermine) en
1986.%6 De plus, des lipides neutres, tels que la DOPE (dioléyl-phosphatidyléthanolamine) ou
le cholestérol et ses dérivés, sont souvent utilisés en association avec les lipides cationiques afin
de diminuer la toxicité et d’améliorer la transfection. Le Schéma 1.9 représente la structure de
ces différents lipides. Des préparations commerciales ont vu le jour comme par exemple la
Lipofectin® qui est un mélange de DOTMA et de DOPE.
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Schéma 1.9 : Structure de différents lipides utilisés pour le transfert de génes : (a) le chlorure
de N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium (DOTMA), (b) la
dioctadecylamidoglycylspermine (DOGS), (c) la dioléyl-phosphatidyléthanolamine (DOPE),
(d) le cholestérol.

Concernant leur mécanisme d’action, ces vecteurs entrent dans les cellules via des
mécanismes d’endocytose. Leur structure lipidique va permettre la sortic de I’ADN de
I’endosome grace a la fusion entre deux membranes, par un mécanisme nomme flip-flop
(Schéma 1.10).78
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Schéma 1.10 : Mécanisme d'échappement de I'endosome : (a) le lipoplexe est encapsulé dans
un endosome, (b) les lipides cationiques du lipoplexe interagissent avec les lipides de la
membrane endosomale, (c) la fusion des deux membranes permet la libération de I'ADN dans
le cytosol. Extrait de™

Cette technique reste aujourd’hui limitée, d0 au faible temps de circulation du lipoplexe
dans I’organisme, ainsi que la toxicité des liposomes chargés. De récentes recherches rapportent
la mise au point de nouveaux liposomes stimuli-sensibles®, furtifs®! ou encore permettant un
ciblage actif.82 Ces nouvelles pistes d’amélioration de ces dispositifs permettront peut-étre un
transfert de genes plus efficace.

l1.3.b. Les vecteurs de polymeéres

Les polyplexes, complexes ADN/polymeres, ont été développés en paralléle des

lipoplexes. L’idée d’utiliser les polyméres comme vecteurs non-viraux pour la thérapie génique
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apparait avec Wu et al.2 en 1987 qui ont utilisé de la poly-L-lysine (PLL). Les avantages des
polymeéres sont nombreux. Nous pouvons, entre autres, citer leur production aisée et a faible
codt, leurs différentes structures (linéaire, branchée, étoile, dendrimeére), leur fonctionnalisation
aisée, et encore leur faible immunogénicité. Ces nombreuses possibilités sont a 1’origine de
I’essor des recherches sur ce sujet afin de les rendre compétitifs face aux virus exhibant une

efficacité plus importante.

Ainsi, de nombreux polymeres ont été étudiés pour cette application avec notamment la
polyéthylenimine qui est aujourd’hui reconnue comme étre la référence pour la thérapie génique
a base de polyplexes.?* Les principaux polyméres étudiés sont présentés ci-aprés, de fagon non

exhaustive. Le Schéma 1.11 présente leurs structures.

a)PLL | b) PEI c) PAA d) PVAm
i : ~
At A
E M NH,
% e) PHis g) PMA
H
<’N\)L - A
H,N g : . n
X 0
N 0
/ \
R

Schéma 1.11 : Structures des différents polyméres utilisés en thérapie génique : (a) poly(L-
lysine), PLL ; (b) polyéthylénimine, PEI ; (c) Polyallylamine, PAA ; (d) polyvinylamine,
PVAm ; (e) polyhistidine, PHis ; (f) poly(4-vinylimidazole), P4VIm ; (g) polyméthacrylate
possédant une chaine pendante aminée, par exemple poly(aminoéthylméthacrylate) PAEMA
dans le cas ol R = -(CH2)2-NHa.

I.3.b.i. La poly(L-lysine)

La PLL (Schéma 1.11.a) est le premier polymere utilisé en thérapie génique. Sa nature
peptidique offre, d’une part, de nombreuses amines grace aux motifs lysine, lui permettant de
condenser I’ ADN,® et, d’autre part, une biodégradabilité par les fonctions amide. Cependant,
I’absence de propriété tampon nécessaire a la sortie de I’endosome limite son efficacité que ce

soit in vitro ou in vivo.

Différentes études ont donc été menées pour améliorer son pouvoir de transfection :

Midoux et al.®® indiquent que le greffage d’histidines sur la chaine polymére est bénéfique a la
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transfection in vitro de cellules HepG2. Wolffert et al.®” expérimentent eux 1’ajout fructueux de
chloroquine et de 1’hémagglutinine INF7 sur la transfection in vitro des cellules 293. Ces
modifications ont permis une diminution de la toxicité et ont conduit & un meilleur pouvoir de

transfection.

ll.3.b.ii. La polyéthylénimine

La PEI (Schéma 1.11.b) est le polymere le plus étudié en thérapie genique et est
aujourd’hui la référence en thérapie génique non-virale. Sa capacité a encapsuler I’ADN et ses
propriétés tampon facilitant la sortie de I’ADN de 1’endosome en font un trés bon candidat. Les

premiéres utilisations en transfert de génes ont été réalisées en 1995 par Boussif et al.*°

Par la suite, différentes structures ont été développées (linéaire, branchée, hyper-
branchée) ainsi que différentes substitutions pour améliorer la transfection. Ce polymeére étant
a la base de mon travail de these, les différentes recherches a son sujet sont développées plus

largement dans la partie I1.

I11.3.b.iii. La polyallylamine

La polyallylamine (PAA) peut posséder une haute densité de charge jusqu’a une charge
cationique par unité grace a ses amines primaires pendantes (Schéma 1.11.c). Ce
polyélectrolyte peut donc condenser ’ADN en nanoparticules de fagon trés efficace.®
Néanmoins, cette densité de charge est a I’origine d’une toxicité importante et, au méme titre
que laPLL, ce polymere présente un faible pouvoir tampon ne permettant pas une sortie efficace

de I’endosome.®®

Des modifications de la polyallylamine peuvent permettre d’améliorer ses propriétés.
Ainsi, Boussif et al.® ont travaillé sur ce polymére en réalisant une glycosylation d’une partie
des amines primaires. Les meilleurs résultats de transfection sur des cellules A549 sont obtenus
pour un taux de substitution de 75 %. Dans ce cas, le PAA est moins toxique que son analogue
non substitué et est autant efficace qu’une PEI 22 kDa pour le transfert de génes. De leur coté,
Pichon et coll.®* ont synthétisé un nouveau vecteur a base de dérivés de PAA. Le polymére
comporte différents ratios d’amines primaires, secondaires, tertiaires et quaternaires. Ces
différentes amines permettent la condensation effective de I’ADN tout en garantissant le
mécanisme d’éponge a proton nécessaire a la sortie de 1’endosome. Ainsi, le polymére
comportant 20 % d’amines quaternaires et 30 % d’amines primaires présente une toxicité moins
importante ainsi qu’une transfection améliorée sur des cellules HelLa en comparaison a la PEI

linéaire.
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ll.3.b.iv. La polyvinylamine

Ce polymere PVAmM, de structure trés proche de la PAA, est un isomére de la PEI mais
comporte une amine primaire directement liée au squelette hydrocarboné du polymére (Schéma
1.11.d). Ceci permet alors d’augmenter le potentiel de densité de charge pour accroitre la
condensation de I’ADN et former les polyplexes, cependant il est injustement négligé dans les
recherches au profit d’autres polyméres disponibles plus efficaces pour le transfert de génes.

En effet, Dréan et al.®® se sont intéressés a la synthése de dérivés du PVAm. Des
copolymeéres ont été synthétisés a 1’aide de précurseurs poly((N-vinyl acétamine)-co-(vinyl
acetamide)) (P(MNVA-co-NVA) partiellement hydrolysés. Les polymeéres ainsi obtenus
présentent 4 motifs de répétition et sont notés P(MVAmM-co-NVAmM) (Schéma 1.12). Des
substitutions de type guanidine ou imidazole ont permis d’obtenir une efficacité comparable a
celle de la PEI avec une toxicité plus faible sur des cellules HeLa, 16HBE, C2C12 et DC2.4.

a) P(MVAm-co-NVAm) b) P(MVAmM-co-MGua)
NH, NH /NH /N\’/O /N /NH /N\’/O
o=
NH,
HN
b) P(MVAmM-co-VAm-co-Vim) d) P(MVAmM-co-Vim)

O 077

Schéma 1.12 : Structures des copolymeéres statistiques & base de poly(N-méthylvinylamine)
synthétisés par Dréan et al.*®

Il.3.b.v. Les poly-L-histidine et polyvinylimidazole

Ces deux polymeres sont composés de groupes imidazole (Schéma 1.11.e et f) qui leur
conférent des propriétés intéressantes.’ Tout d’abord, ces polyméres sont biocompatibles et
leurs groupements imidazole présentent une activité antimicrobienne ainsi que des propriétés
tampon a un pH 6/6,5 qui correspond a leur pKa. De plus, lors de la condensation de I’ADN via
des interactions électrostatiques, les groupes imidazole générent des liaisons hydrogéne
stabilisant d’autant plus les complexes formés. Cela a été démontré par Luck et coll.*® qui ont

travaillé, en 1976, sur des complexes formés d’ADN et de poly-L-histidine.
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En 2003, une étude de Ihm et al.®® communique sur ’utilisation prometteuse de P4VIm
en transfert de genes. La transfection avec ces polymeres est comparable a celle de vecteurs
PEI avec des cellules MC3T3EL et est supérieure sur des cellules HeLa. De plus, une
amélioration de la viabilité cellulaire est observée. De leur c6té, Putnam et al.%” utilisent des
copolymeéres poly-L-histidine-polyéthyleneglycol (PHis-PEG) avec des résultats encourageants

sur des cellules COS-7.

lll.3.b.vi. Les dérivés de polyacrylate et polyméthacrylate

Des équipes de recherche se sont également intéressées a des monoméres acrylate
comportant une ou des fonctions amine. La polymérisation de ces monomeéres se fait plutét par
polymérisation radicalaire contrdlée donnant lieu a des polymeres de structure contrdlée avec

une grande variété de fonctions chimiques disponibles.®

Nous pouvons citer les recherches de Fontaine et Pascual qui synthétisent en 2017 un
copolymére a base de 2-aminoéthylacrylate (AEA) et de 2-(N,N-diméthylamino)éthylacrylate
(DMAEA) comportant des amines quaternaires. L’originalité de ce travail réside en un
phénomeéne de transfert de charge provoqué par une dégradation de la fonction ester, durant
I’étape de transfection, générant de ’acide poly(acrylique) complétement biocompatible.®® En
2019, ils étudient ce méme copolymere lié a un bloc hydrophile PEG. Une réduction de la
toxicité par rapport au méme polymére non PEGylé et a la PEI linéaire 22 kDa est observée sur
des cellules NIH-3T3.1%

I11.3.b.vii. Les polysaccharides
Les principaux polysaccharides développés pour le transfert de génes sont le chitosane
et les cyclodextrines. Leur structure a base de sucre leur confére une biocompatibilité et une

capacité a franchir les membranes.*

Les cyclodextrines sont des cycles composes de 6, 7 ou 8 unités glycopyranose liées par
des liaisons osidiques a(1->4) que I’on nomme respectivement a-, -, y-CD. Elles forment ainsi
une cavité centrale permettant la rétention de petites molécules hydrophobes. Afin d’étre
utilises en transfert de genes, différentes équipes les ont substituées par des résidus
cationiques.2%? Des petites molécules telles que des aminopyridines®® (Schéma 1.13.a) et des
acides aminés'® ou des polyméres tels que des PEI® (Schéma 1.13.b) sont ainsi greffés et

permettent une hausse du transfert de genes.
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Schema 1.13: Structure de cyclodextrines modifiées : (a) heptakis(6-deoxy-6-pyridylamino)-
BCD, (b) hydroxypropyl-3CD(HPCD)-PE1600.1031%

Le chitosane, polysaccharide partiellement désacétylé d’origine biosourcée (carapace
de crustacé principalement), se compose d’unités D-glucosamine et N-acétyl-D-glucosamine
liées par des liaisons B(1->4). La récente revue de Cao et al.’%® répertorie les différentes
utilisations du chitosane comme vecteur en thérapie génique. Sa faible solubilité dans des
conditions physiologiques a motivé des modifications du polymeére en liant, par des liaisons
covalentes, des résidus hydrophiles tels que des chaines PEGylées.®” De nombreuses autres
substitutions sont réalisées notamment le greffage de ligands de ciblage cellulaire comme le
folate.1%®
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Partie Il. Les vecteurs PEI et les stratégies d’amélioration

I. LaPEl: polymere de référence en thérapie génique non-
virale

I.1. Ses caractéristiques

La polyéthylenimine est un polymere aliphatique cationique. En fonction de la stratégie
de synthese utilisée, différentes structures peuvent étre obtenues : la polyéthylenimine linéaire
(IPEI), branchée (bPEI), cyclique (cPEI) ou en étoile (sPEI) (Schéma 1.14).

Dans le cas des PEI branchées, la présence d’amines primaires, secondaires ou tertiaires
de différents pKa (4,5 pour les amines primaires, 6,7 pour les amines secondaires et 11,6 pour
les amines tertiaires'®) confére au polymére une haute densité de charge a pH physiologique
ainsi que des propriétés tampon mise en évidence par Behr et son équipe en 1995.4°

Les IPEI ont également des propriétés tampon entre pH 7 et 4,50 et présentent une
UCST (upper critical solution temperature) de 64 °C. Ainsi, il est nécessaire de chauffer la IPEI
au-dela de 64 °C afin d’apporter une énergie suffisante pour solubiliser les chaines polymére.1!!
Néanmoins, il est important de noter que la température de cette transition de phase dépend de
la masse molaire du polymeére, de la concentration ainsi que du pH de la solution. Ici, la valeur
de 64 °C a été déterminée pour une IPEI de 6,2.10* g.mol™? & une concentration massique de

2 % dans I’eau a pH neutre.

a) IPEI c) cPEI Ne
< o~ >n HN\j "
b) bPEI NG N d) sPEl

NH; pK, 4.5 ;
a P4 )
H H n/\\ //\\n
pK, 11.6 NH

\\\/\N/\/N\/\N/\/N\/\NH N

H
pK, 6.7 HN

J

J/NH \\N/\/NH

Schéma 1.14 : Structures possibles de la polyéthylenimine : (a) linéaire, (b) branchée, (c)
cyclique et (d) en étoile.
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La PEI trouve de nombreuses applications notamment dans les domaines de I’emballage
alimentaire,''2 dans le processus de fabrication du papier'® ou encore dans la capture du CO,.1*
Mais, depuis Boussif et al.,*® ce polymére est largement étudié en tant que vecteur pour la
thérapie génique et est reconnu aujourd’hui comme le « gold standard » pour le transfert de
géenes. Nous nous intéresserons donc dans les paragraphes suivants a sa synthése ainsi qu’aux

différentes recherches menées a son sujet dans le domaine médical.

I.2. Les stratégies de synthése

Comme présenté précédemment, les structures de la PEI dépendent de la méthode de
synthése choisie. Ainsi la polymérisation cationique par ouverture de cycle (CROP) de
I’aziridine conduit a la bPEI, alors que la synthése puis 1I’hydrolyse de poly(2-oxazoline) permet

d’obtenir des structures linéaires ou en étoiles.

I.2.a. La CROP de l'aziridine

Ce procedé, utilisé industriellement depuis 1938 en Allemagne par 1.G. Farbenindustrie,
permet de synthétiser des bPEI (Schéma 1.15.a). Lors de cette polymérisation, 1’amine
secondaire de la chaine polymeére a une nucléophilie non négligeable, des réactions de transfert
peuvent alors avoir lieu menant a cette structure branchée. Le ratio entre les amines primaires,
secondaires et tertiaires est 1:2:1, et les molécules ont plutdét une forme sphérique en milieu
aqueux.'’® Cependant, des modifications des conditions de réaction peuvent mener a des PEI
plus branchées avec un ratio 1:1:1. Enfin, au cours de cette polymérisation, I’ajout d’agent de
terminaison peut permettre 1I’obtention de polymeéres de masse molaires prédéfinies. L’étude de
Dick et al.,**> en 1970, propose différents agents de terminaison de type amine permettant un

contr6le de la masse molaire.

Différentes équipes ont ensuite rapporté qu’il était également possible d’obtenir des IPEI
via cette réaction. Tout d’abord, Gembitskii et al.1!® réalisent la synthése a basse température
afin de diminuer les réactions secondaires et ainsi former préferentiellement de la IPEI. Puis,
une preécipitation permet de separer les IPEI des bPEI résiduelles. Weyts et Goethals ont, quant
a eux, utilisé un dérivé de D’aziridine : le 1-(tetrahydropyranyl)éthylénimine (Schéma
1.15.b).1Y" Ce monomeére produit un polymére linéaire et I’élimination de la substitution par

hydrolyse conduit a la IPEI désirée.
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Schéma 1.15: (a) Synthese de bPEI par CROP de I’aziridine, (b) le 1-(terahydropyranyl)
éthylenimine permettant la synthése de IPEI.

1.2.b. La CROP de 2-alkyl-2-oxazoline et leur hydrolyse

Afin d’obtenir des PEI linéaires de structures contr6lées, une autre méthode a été
développée. Une polymérisation de 2-alkyl-2-oxazolines est tout d’abord réalisée (Schéma
1.16). Les polyoxazolines (POx) ainsi synthétisées sont ensuite hydrolysees par voie acide ou
basique afin de mener aux IPEI correspondantes.

1.2.b.i. La synthése des poly(2-oxazoline)s

Les 2-oxazolines ou 4,5-dihydro-oxazole en nomenclature IUPAC sont des monomeres
hétérocycliques a 5 atomes comprenant un atome d’oxygéne et un atome d’azote. lIs ont été
synthétisés pour la premiére fois en 1884.1'® Néanmoins la structure n’est correctement
attribuée que 5 ans plus tard par Siegmund Gabriel *® Des substitutions sont possibles sur les
trois atomes de carbones (2, 4 et 5). Cependant, les oxazolines les plus utilisées sont les 2-R-2-
oxazolines, puisque les substitutions des positions 4 et 5 créent un encombrement stérique

rendant difficile la polymérisation des monomeres correspondants.

R

1
3 (0] 2
L)
1

> /%l;l\/ﬁF

4

Schéma 1.16 : Polymérisation des 2-R-2-oxazolines.

La polymérisation cationique par ouverture de cycle des 2-oxazolines est décrite
simultanément par différentes équipes de recherche en 1966.129-123 [es POx sont synthétisées
par une réaction de polymérisation contrélée qui se déroule en trois étapes principales dont les
mécanismes sont présentés sur le Schéma 1.17. La notion de polymérisation contrblée est

124

notamment définit dans la revue de Matyjaszewski-=* en 1996. L’avantage de ces
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polymérisations est 1’obtention de chaines polymere de masse molaires controlées avec des

dispersités étroites.

Le mécanisme présente, tout d’abord, une étape d’amorgage. Le doublet non liant de
I’atome d’azote du monomére attaque le carbone électrophile de 1’amorceur, générant ainsi un
adduit ionique (sel d’oxazolinium) en équilibre avec un adduit covalent. Une large bibliotheque
d’amorceurs est aujourd’hui disponible : des amorceurs trifliques, tosylés, halogénés
(halogénures d’alkyle ou d’acyle), des acides de Lewis..., les amorceurs étant
monofonctionnels, difonctionnels ou multifonctionnels par exemple pour la synthese de

polyméres en étoile.'?® De nombreux exemples sont répertoriés dans la revue de Guillerm et
a|_126

La croissance des chaines s’effectue, ensuite, soit par un mécanisme ionique, soit par un
mécanisme covalent (étape de propagation). Dans le cas d’un mécanisme ionique, le monomere
attaque le carbone en o de I’oxygéne (carbone 5) du cycle oxazolinium entrainant un clivage
de la liaison C-O (liaison 1-5), alors que dans le cas du mécanisme covalent I’attaque
nucléophile du monomeére a lieu sur le carbone lié a X, donnant de nouveau une extrémité
oxazolinium en équilibre avec la forme covalente correspondante. L’équilibre entre les deux
formes ionique et covalente dépend de la nucléophilie relative du monomeére et du contre-ion
X issu de I’amorceur. Différentes équipes ont déterminé 1’espéce propageante prédominante
selon le couple monomére/contre-ion utilisé.*?612" Par exemple, Saegusa et al.*?® ont montré
que la polymeérisation de la 2-methyl-2-oxazoline avec un contre-ion tosylate se produit selon
un mécanisme ionique, il en est de méme avec un amorceur bromé. De plus, la vitesse de
propagation varie selon le monomeére et le solvant utilisé et dépend de la température de
réaction. En ce qui concerne le monomere, les différents kp apparents sont influencés par le

substituant R et ont été répertoriés par Verbraeken.'?”

L’étape de terminaison est, ensuite, nécessaire pour désactiver les centres actifs. Pour
cela, une molécule nucléophile est ajoutée au milieu réactionnel, permettant 1’introduction de
différents groupes moléculaires en fin de chaine. Les molécules les plus utilisées dans cette
étape de terminaison sont la pipéridine ou une solution d’hydroxyde de potassium, nucléophiles

qui réagissent trés rapidement et quantitativement.?®
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Schéma 1.17 : Mécanisme réactionnel de la polymérisation de la 2-R-2-oxazoline par CROP :

(a) amorcage, (b) propagation, (c) terminaison. A chaque étape, un équilibre (E) existe entre la

forme cationique et la forme covalente de I’espéce en croissance. L’amorceur est composé d’un

bon groupe partant (X = halogene (C, Br,l), tosyle (OTs) ou triflate (OTf= par exemple).
= agent de terminaison nucléophile.

Ces polymeres sont trés largement étudiés dans la littérature, que ce soit au sujet de leur
chimie'?5127 de leurs propriétés!®® ou de leurs applications!*-133 notamment en biologie, grace
a leur structure de nature peptidique. Ils ont I’avantage de présenter des structures tres variées

selon les amorceurs, monomeres et agents de terminaison choisis.

Par exemple, la nature du monomere, et plus précisément la nature du substituant R en
position 2, influe sur I’hydrophilie du polymére. Comme le montre le Schéma 1.18, un
substituant méthyle rendra le polymeére hydrosoluble alors qu’un monomeére butyle le rendra
hydrophobe. Entre ces deux extrémes, différents monomeres permettent la synthése de
polyméres & LCST (lower critical solution temperature).!3* Ces polyméres ont la particularité
de devenir insolubles au-dessus d’une température critique a une concentration donnée. En
utilisant cette propriété, la synthése de polymeéres a blocs constitués de deux monomeres
differents conduit a des polymeres amphiphiles s’auto-organisant par exemple en micelles, en
fibres ou en polymersomes, en fonction de la longueur des blocs, de la concentration, de la
température et du solvant.!3% De plus, un monomére peut comporter un groupement

fonctionnel tel qu’une chaine insaturée®®” qui peut étre utilisée en post-polymérisation.
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Schéma 1.18 : LCST des différents poly(2-oxazolines). (PMeOx : poly(2-méthyl-2-oxazoline),
PEtOx : poly(2-éthyl-2-oxazoline), PiPrOx : poly(2-isopropyl-2-oxazoline), PnPrOx : poly(2-
propyl-2-oxazoline), PnBuOXx : poly(2-butyl-2-oxazoline)). Adapté de!3*

Les amorceurs et agents de terminaison peuvent également porter des groupements
fonctionnels permettant des (post)-fonctionnalisations. Les plus utilisés sont des chaines
carbonées insaturées (alcyne/alcene), des thiols, des acides carboxyliques, des alcools ou encore

des amines primaires.*?®

Lors de lutilisation d’amorceurs ou de monomeéres fonctionnels, une attention
particuliére est portée aux réactions secondaires pouvant avoir lieu et une protection adéquate

est alors réalisée si nécessaire.

I.2.b.ii.  L’hydrolyse des poly(2-oxazoline)s

Afin d’obtenir les IPEI visées, les poly(2-oxazoline)s doivent étre hydrolysées. C’est en
1972 qu’apparait la premiére hydrolyse de POx dans la littérature.®® Elle est réalisée par
Saegusa par voie basique. Puis, en 1979, la voie acide et sa cinétique sont étudiées par Kem.1%
Il indique qu’un thermoplastique amorphe et vitreux est obtenu en dessous de 70 % d’hydrolyse,
alors qu’au-dela le polymere présente une structure cristalline qui le rend insoluble dans 1’eau,

dd & la régularité des chaines en zig-zag.

L’hydrolyse des POx par voie acide ou basique sera d’autant plus aisée que le monomere
oxazoline choisi est hydrophile. Hoogenboom confirme ainsi que, par la voie acide, la PMeOx
s’hydrolyse plus rapidement que la PEtOx.}* Les cinétiques d’hydrolyse sont linéaires en
fonction du temps jusqu’a 60 % d’hydrolyse et sans influence de la masse molaire du polymere
ni de la concentration en unité oxazoline, ce sont donc des réactions d’ordre zéro. Au-dela, un
ralentissement est observé indépendamment de la concentration initiale en unité oxazoline. Ces
cinétiques d’hydrolyse apportent des informations intéressantes afin de réaliser des hydrolyses

partielles donnant lieu a des copolymeéres POx-co-PEL.
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1.3. Son utilisation en thérapie génique

Comme mentionné précédemment, depuis son industrialisation en 1938, la
polyéthylénimine trouve de nombreux champs d’applications et suscite, en particulier, un grand
intérét dans le domaine biomédical. Elle est devenue la « gold standard » en thérapie génique
non-virale et est le sujet de nombreuses recherches pour comprendre (i) son mode de
transfection, (ii) son efficacité ainsi que (iii) ses limites en étudiant notamment les parametres
de masse molaire et d’architecture, cela dans le but d’optimiser sa structure et de déterminer les

parameétres les plus pertinents en transfection.

I.3.a. Le mécanisme d’internalisation des polyplexes a base de /PEI

La propriété de polyélectrolyte positif de la IPEI lui permet de complexer efficacement
I’ADN et il est montré que ces complexes ADN/PEI transfectent efficacement les cellules. Afin
de comprendre le mécanisme d’internalisation cellulaire, un marquage sélectif de polyplexes et
de protéines impliquées dans I’internalisation a été réalisé par microscopie de fluorescence.
Il a été mis en évidence différents modes d’internalisation de polyplexes a base de IPEI, dont
I’endocytose est le processus majoritaire. Outre le fait que I’internalisation soit cellule-
dépendant, il a été mis en avant que la structure du polymere I’influencait également : un vecteur
de PEI branchée entre dans les cellules HUH-7 par la voie clathrine-dépendante ou caveole-
dépendante, alors que les polyplexes de IPEI y entrent préférentiellement par un mécanisme

clathrine-dépendant. Ces mécanismes ont été confirmés depuis par Midoux et coll.*’

I.3.b. L’efficacité de transfection des PEI

Afin d’améliorer ’efficacité de transfection des IPEI, I’influence de la taille du
polymére a été étudiée. En 1995, Abdallah et al.**? ont comparé différentes IPEI de 3 masses
molaires (MM) différentes : 25, 50 et 800 kDa. La IPEI de 25 kDa présente la meilleure
efficacite de transfert de génes sur le cerveau de souris adultes, alors que la IPEI de 800 kDa ne
transfecte presque pas. Schubert et son équipe!*® apportent des informations supplémentaires,
en 2013, en étudiant une autre gamme de masses molaires de IPEI et de bPEI (Xn 20, 200 et 600
soit des MM de 860, 8600 et 25800 g.mol™), complétant ainsi 1’étude précédente sur une large
gamme de MM. L’étude montre que la plus faible masse molaire ne transfecte pas de facon
efficace pour les deux structures sur les cellules HEK. Cortez et al.*** obtiendront le méme
résultat avec des cPEI sur des cellules HFF-1 : les trop faibles masses molaires ne sont pas
efficaces. Ainsi, afin d’obtenir une bonne efficacité de délivrance de génes, il semble nécessaire

de se situer entre 3 et 25 kDa.
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D’autre part, les premieres expériences étaient réalisées avec des bPEI, puisque cette
structure a été la premiere synthétisée. Puis, la maitrise de la synthése de la IPEI a permis son
utilisation dans les applications de transfert de genes. La discrimination des performances de la
IPEI par rapport a la bPEI s’est révélée, alors, nécessaire. L’étude de Schubert, citée dans le
paragraphe précédent, permet de s’intéresser a la structure de la PEI et son impact. Ainsi, les
polyméres linéaires transfectent avec une meilleure efficacité les cellules HEK que leurs
analogues branchés (IPElsoo>IPEl200>bPEIl200>bPEleo0). Ce résultat est confirmé par d’autres
études notamment celle de Brissault et al.**> qui montre que I’architecture a un impact plus
important que les ratios en amines primaires, secondaires ou tertiaires ou celle d’Uduehi et al.*4
qui étudie la transfection in vivo de polyplexes par instillation dans les poumons de rats.
L’ avantage de 1’utilisation de la IPEI 22 kDa en comparaison a des bPEI 25 kDa ou un lipide
de type DOTAP est alors confirmé. En ce qui concerne la conformation cyclique, la transfection
semble plus efficace que I’analogue linéaire.1** D’aprés les auteurs, le résultat s’explique par

une conformation plus compacte qui permet une densité de charge plus élevée.

I.3.c. La toxicité des PEI

La toxicité de la PEI seule ou des complexes a base de PEI est due a la charge cationique
de ceux-ci, charge pourtant nécessaire pour la réussite du transfert de génes. Les conditions
induisant le moins de toxicité possible, tout en permettant une transfection efficace, doivent

donc étre établies.

Kafil et al.**" ont analysé I'impact sur la viabilité cellulaire de PEI linéaires et branchées,
libres ou complexées a de I’ADN. Ainsi, les cellules A431 présentent une viabilité plus élevée
apres avoir été exposées a la PEI linéaire en comparaison a la branchée puisque que 1’'IC50
(concentration induisant 50 % de cytotoxicité) est de 74 pg pour la IPEI contre 37 ug pour la
bPEI. Cette différence est confirmée par d’autres études dont celle d’Okon et al.2* qui compare
la IPEI 20 kDa & des bPEI de 0,8 et 25 kDa. Cortez et al.1** mettent en évidence que la cPEl a
une toxicite comparable a celle de la IPEI mais moins importante que celle induite par les
bPEI sur les cellules HFF-1 (40% pour la cPEI et la IPEI contre 60 % pour la bPEI a une
concentration de 72 pg.mL? et un ratio N/P de 10). Cependant, sur les cellules HAE, malgré
un avantage considérable par rapport a la PEI branchée, la cPEI manifeste une toxicité

legerement plus importante que la PEI linéaire.

L’impact de la masse molaire sur la toxicité a fait I’objet de recherches de Hashida en
2003.14 Différentes PEI branchées (1, 8, 10 et 70 kDa) sont utilisées pour un transfert de génes
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sur des cellules HepG2. La toxicité croit alors avec la masse molaire. La PEI de plus faible
masse molaire permet ici un transfert de génes légérement plus efficace que celle de 10000
g.mol?, mais cette observation est associée a la viabilité cellulaire supérieure. En 2013, 1’étude
de Rinkenauer citée précédemment relate un résultat similaire avec des PEI linéaires et
branchées. L’augmentation de la masse molaire de 860 g.mol* & 25800 g.mol* induit une
augmentation de la cytotoxicité pour les deux structures sans réelle différence entre elles (les
polyméres de faibles masses molaires n’étant pas du tout toxique sur la gamme de concentration
étudiée, 1 2 100 pg.mL™1).143

En conclusion, il est essentiel de trouver un juste milieu entre ces différents parametres
dans I’optique de permettre la conception de polyplexes a base de PEI les plus performants
possible en limitant au maximum leurs toxicités. Les recherches se sont donc tournées vers de

nouvelles générations de vecteurs a base de PEI modifiée.

Il. Les stratégies d’amélioration du transfert de génes par

la PEI et leur apport

La fonctionnalisation des polymeres par des ligands engendre souvent une amélioration
du transfert de génes. Plusieurs objectifs ont été proposés pouvant, dans certains cas, étre
complémentaires. Ainsi, la fonctionnalisation de vecteurs par des molécules de ciblage
représente une stratégie universelle en nanomédecine pour « fixer » les nano-objets ou
particules sur des cellules cibles d’un organe.' La fixation de composés améliorant la furtivité
des polyplexes a aussi été investiguée et, enfin, des améliorations propres au transfert de génes,
telles que le greffage de composés possédant des unités tampons améliorant le relargage des
polyplexes de 1’endosome, ont été développées. Les stratégies de greffage de ces
résidus/polymeres seront d’abord présentees, puis les différents types de résidus et leurs effets
seront décrits de facon a souligner les avancées les plus récentes dans le domaine du transfert

de genes.
Il.L1. Les différentes stratégies

Il.1.a. Les sites de greffage possibles

La synthése de PEI linéaire s’effectue aujourd’hui majoritairement par hydrolyse de
poly(2-oxazoline)s. La vaste plateforme poly(oxazoline)s est une opportunité intéressante de

greffage de résidus divers et variés via les étapes d’amorcage ou de terminaison de la
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polymérisation (Schéma 1.19.a et b).'?® De plus, I’hydrolyse des poly(oxazoline)s génére des
fonctions amines secondaires, intéressantes pour le greffage de résidus fonctionnels (Schéma
1.19.c).1® Enfin, lors d’une hydrolyse partielle, les motifs oxazolines résiduels sont également

des lieux de couplages possibles (Schéma 1.19.d et e).1%®

(0) R

o ® T
T/\%N\/\XN/\/XNW\O
) @J\o

Schéma 1.19 : Fonctionnalisation possibles de PEI : (a) en debut ou (b) fin de chaine par le
choix d’amorceurs ou agents de terminaison pertinents, (c) par substitution de I’hydrogéne du
motif El, (d) par hydrolyse partielle des motifs Ox, (e) par fonctionnalisation de monomeres
Ox résiduels, 126151

Il.1.b.Les méthodes de greffage

Afin de fonctionnaliser des PEI, différentes stratégies sont rapportées : (i) I’utilisation
de monomeéres fonctionnels (Schéma 1.20.a), (ii) le « grafting from » qui consiste & synthétiser
des polymeres a partir d’amorceurs fonctionnels (Schéma 1.20.b) et enfin (iii) le « grafting
onto » qui consiste a effectuer une réaction de couplage entre les molécules d’intérét et le

polymere préalablement synthétisé (Schéma 1.20.c).

a) Functional monomers
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Schéma 1.20 : Stratégies de fonctionnalisation des PEI par (a) polymérisation de monomeres
fonctionnels, (b) la méthode « grafting from » et par (c) la méthode « grafting onto »,137:152-157
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Il.L1.b.i. Les méthodes avec monomeéres fonctionnels et « grafting from »

Dans ces méthodes, la polymeérisation des Ox est réalisée a partir d’amorceurs (grafting

152 153

from) ou de monomeres portant une molécule d’intérét telle qu’un lipide,™“ un sucre™* ou un
fluorophore!®*. Ces stratégies diminuent le nombre d’étapes de synthése et permettent une
fonctionnalisation totale et contrdlée des chaines polymeére. Cependant, les molécules
biologiques sont trés fréquemment sensibles. L’hydrolyse permettant 1’obtention des
polyéthylenimines peut ainsi détériorer ces groupements d’intérét. La post-fonctionnalisation
sera ainsi préférée malgré sa mise en ceuvre plus complexe, une réaction parfois non totale et

nécessitant plusieurs étapes de synthése et de purification.

Par ailleurs, une modification peut étre réalisée directement par 1’introduction d’un
agent de terminaison portant la molécule active lors de I’étape de terminaison de la
polymérisation du monomeére oxazoline. Cependant, comme précédemment, ce greffon ne
devra pas étre sensible a 1’hydrolyse. Cette possibilité est donc peu utilisée. Elle n’est pas

illustrée dans le Schéma 1.20.

I.1.b.ii. La méthode « grafting onto »

Cette stratégie, plus utilisée dans la littérature, consiste a synthétiser dans un premier
temps des POx linéaires possédant des fonctions chimiques latérales réactives, par exemple des
groupements insaturés ou azide permettant de réaliser par la suite une post-fonctionnalisation

par « click chemistry ».137

Apres I’hydrolyse des chaines POx en PEI, les molécules biologiquement actives sont
greffées sur les motifs du polymére (motifs oxazoline résiduels ou éthylénimine)*®>!® ou sur

les extrémités des chaines polymeére.t®’

Il.1.c. Les réactions de couplage

Pour réaliser ces couplages post-polymeérisation, une large variété de réactions
chimiques peut étre utilisee. Tout d’abord, différentes stratégies ont été developpées en
exploitant les extrémités des chaines poly(oxazoline). La revue de Delaittre présente les

principaux amorceurs ou agents de terminaison et les réactions pouvant étre mises en oeuvre.'*

Les modifications des chaines PEI et POx sont répertoriees dans différentes
revues. 32159160 poyr donner un apercu de la bibliothéque de fonctionnalisations possibles, le
Schéma 1.21 présente une liste non exhaustive des réactions pouvant étre effectuées sur les

motifs éthylénimine.
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Schéma 1.21: Les différentes réactions permettant une fonctionnalisation des motifs
éthylénimine : (a) réaction avec un chlorure d’acide, (b) formation d’urée par des isocyanates,
(c) couplage DIC/DCC ou NHS-ester d’un acide carboxylique, (d) ouverture de cycle d’un
époxyde, (e) substitution nucléophile, (f) alkylation réductrice, (g) addition de Michael
d’acrylonitriles ou (h) d’acrylates. Adapté de 15160

I1.2. Les molécules d’intérét

Grace a ce large éventail de réactions chimiques, beaucoup de greffages ont été
développés par le passé, et nous n’en ferons pas une liste exhaustive. Diverses revues listent les
possibilités et les classent selon leur apport & la thérapie génique.*>'®* Nous proposerons ici
quelques exemples illustrant les modifications majeures réalisées afin de permettre (i) un
ciblage cellulaire, (i) une amélioration du transfert de génes, ou (iii) un suivi du devenir du

traitement.

Il.2.a. Les ligands de ciblage cellulaire

Afin de cibler des cellules spécifiques, une reconnaissance active des polyplexes
facilitant leur internalisation s’avére nécessaire. Les travaux en biologie ont permis de définir
les ligands ciblant différents types cellulaires. Le Tableau 1.4 présente une liste non exhaustive
de ligands, de leur récepteur et de la cellule cible.
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Tableau 1.4 : Différents exemples de ligands de ciblage cellulaire.

Ligand Récepteur Site ciblé
Galactose Récepteur asialoglycoprotéine Hépatocytes
Mannose Récepteurs mannose Macrophages, cellules

Transferrine
Peptide contenant RGD
Facteur de croissance
épidermique
Anticorps Anti-CD3
Peptide TAT
Peptide RGERPPR

Peptide CPIEDRPMC (RPM)

N-acétylglucosamine
Acide folique
Trastuzumab

Amide anis
Acide phenylbronique
Sulfate de chondroitine

HA
Acide arginine-glycine-
aspartique
Peptides dérivés de P53

Apolipoprotéine A-I

Aptamer

Peptide rétro-inverse

Récepteurs transferrine
Intégrines

Récepteur EGF

CD3
NA
Neuropiline-1
Récepteur du colon,
Intégrine aof
Récepteur de la vimentine
Récepteur du folate
Récepteur Her-2/neu
Récepteur sigma

Structures sialiques

CD44

CD44

Intégrine

HDM2
Récepteur scavenger de classe B,
type | (SRBI)

Molécules d’adhésion aux cellules

épithéliales
Neuropiline-1

dendritiques
Cellules tumorales
Cellules épithéliales

Cellules tumorales

Lymphocytes
Cellules tumorales
Cellules tumorales

Cellules tumorales

Cellules tumorales
Cellules tumorales
Cellules tumorales
Cellules tumorales
Cellules tumorales
Cellules PC-3
Cellules tumorales

Cellules tumorales
Cellules tumorales

Cellules tumorales

Cellules tumorales

Cellules de gliome

Afin d’illustrer I’apport de ce type de ciblage, nous pouvons citer le travail de Merkel
et son équipe. ™ Ils reportent la synthése d’une PEI fonctionnalisée par la transferrine (Tf-PEI)
pour accentuer le transfert de genes dans le cas de patients asthmatiques. Les récepteurs a la
transferrine étant surexprimés sur les cellules responsables de la maladie, ils sont une cible
d’intérét. 1,5 molécules de transferrine (Tf) sont couplées a une PEI branchée 5kDa par une
réaction de type NHS-ester (Schéma 1.21.d) sur un greffon primaire contenant un pont disulfure
(Schéma 1.22). Sur des lymphocytes T actives primaires, les polyplexes sSiRNA/Tf-PEI d’une
taille comprise entre 72 et 197 nm montrent une internalisation cellulaire 3,2, 4,5 et 4,1 fois
plus importante que les polyplexes sIRNA/PEI aux rapports N/P 10, 15 et 20 respectivement et

1,8 fois plus importante en comparaison a de la lipofectamine (produit commercial) a un rapport
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N/P égal a 20. Enfin, in vivo, des résultats positifs sont également obtenus sur un modeéle
d’asthme murin. La transferrine étant surexprimée par de nombreuses cellules malignes, cette

stratégie peut étre appliquée dans de nombreux autres cas.®2

INHZ
NH, HN
H 0 H \
NY\,S\S/\/‘LH N\/\H/\/N N,
0

TF-PEI

Schéma 1.22 : Fonctionnalisation d’une PEI branchée par la transferrine. Adapté de'®

Le folate est également trés utilisé en tant que ligand de ciblage cellulaire.!®® Cao et
al.*®* ont récemment souligné ’avantage de ce ligand. Pour réaliser le couplage de ’acide
folique sur la bPEI 1,8 k, deux réactions successives de N-acylation sont réalisées grace a du
EDC et NHS (Figure 1.2.a). Des polyméres présentant différents degrés de substitution sont

ainsi obtenus (PEI-Fayx, x = 0,45, 0,65, 0,9, 1,25, 1,69) et testés in vitro.

Les polyplexes cationiques compris entre 50 et 100 nm affichent une efficacité de
transfection qui, lorsque le taux de fonctionnalisation est faible (0,45 ou 0,65), est supérieure
de plusieurs ordres de grandeur a celle de la bPEI 1,8 k non fonctionnalisée sur différentes
lignées cellulaires (cellules Hela, A549 et KB). Puis, celle-ci décroit avec 1’augmentation du
taux de fonctionnalisation pour atteindre le niveau initial de la bPEI 1,8 k. Les faibles taux de
fonctionnalisation (0,45 et 0,65) révelent une transfection égale a celle de la bPEI 25 k de
référence (Figure 1.2.b). Nous pouvons notamment comparer les pourcentages de cellules
transfectées par les polyplexes PEI-FAoes et PEI 25 k qui sont respectivement de 18,5 % et
17,78 % dans les cellules KB.

La meilleure efficacité de transfection des polyplexes les moins substitués par rapport a
ceux plus substitués a été attribuée a plusieurs parametres : une meilleure capacité de liaison a
I’ADNp, I’obtention de polyplexes plus petits, un meilleur effet tampon et enfin un potentiel
z€ta superieur. L’identification de I’effet d’un seul paramétre dans ce type d’étude est

pratiquement impossible, mais la stratégie de fonctionnalisation reste intéressante.

En ce qui concerne la cytotoxicité de ces polyplexes, la viabilité cellulaire est croissante
avec le degré de substitution mais est moins importante que les complexes a base de PEI 1,8k

non modifiée. En comparaison avec la PEI 25k, ils restent néanmoins tous moins toxiques pour
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les cellules. 1l est donc nécessaire de combiner les résultats de transfection et de cytotoxicité

afin d’utiliser le meilleur polyplexe.

) OO H 0 COOH EDC NHS b) 1oy B LSKPEL MPELFA,, MPELFA, 5 25K
. PEI-FA - -
N\Q)LHJ\/\COOH CH3CH2N.H2 " O:i‘r.’..-PEI FAos M PELFALe pp
109 5
’ s
o
EDC NHS AN~ NS &
— . 2m X m-x g’ 10 3
ANyt O G S
O OO AT e,
NH, NQ)LH CONHCH,CHj
X =0.45, 0.65, 0.9, 1.25, 1.69 108 -

Figure 1.2 : (a) Schéma réactionnel de la synthése des PEI-FA et (b) expression de la luciférase
des polyplexes PEI-FAx/pLUCI a différents ratios massiques dans les cellules KB avec les
témoins 1,8K PEI/pLUCI et 25k PEI/pLUCI (a leur rapport massique optimal). Adapté de'®

Ainsi, ces ligands cellulaires qui peuvent étre tres varies offrent une possibilité
d’amélioration de I’internalisation cellulaire et donc une augmentation de la transfection. De
plus, in vivo, ce ciblage spécifique permet de diminuer 1’internalisation par les cellules non-

cibles et ainsi de transfecter préférentiellement les cellules souhaitées.

11.2.b. Les fonctionnalisations spécifiques du transfert de génes

Lorsque I’on parle de transfert de genes, les différentes étapes intracellulaires sont
spécifiques a celui-ci et différentes par rapport aux nanomédicaments transportant une molécule
anticancéreuse par exemple. Afin d’améliorer la transfection, les recherches ont développé des
fonctionnalités pour faciliter les différentes étapes intracellulaires. Les objectifs de ces
fonctionnalisations, présentées ci-aprés, peuvent étre (i) d’améliorer 1’échappement de
I’endosome, (ii) diminuer la toxicité des vecteurs, (iii) faciliter le transport dans le cytosol, ou
(iv) I’entrée dans le noyau. Cette présentation montrera les principales modifications realisées

et ne se veut pas exhaustive.

I.2.b.i. L’échappement de I'endosome
L’échappement de I’endosome est une étape importante pour la transfection. En effet,
si les polyplexes ne sont pas relargués/libérés avant la maturation de 1’endosome, ils seront

détruits par les lysosomes et la transfection n’aura pas lieu.

Ainsi, dans cet objectif, Bertrand et al.’®® ont greffé des molécules d’histidine sur des
chaines PEI (His-IPEI). L histidine, connue pour son effet d’éponge a protons grace au motif
imidazole et son pKa situé a 6,8, est greffée sur les motifs EI par une addition de Michael
(Schéma 1.23) et accroit ainsi la libération des polyplexes des endosomes dans le cytosol et
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donc I’expression du géne véhiculé. L’effet tampon des polymeéres modifiés augmente avec le
taux de greffage des motifs histidine jusqu’a 24 % puis diminue au-dela dd a I’introduction
d’amines tertiaires. De plus, ces taux de modification élevés augmentent la géne stérique, au
détriment d’une complexation correcte de I’ADN, et ne permettent donc pas la formation des
polyplexes. Le transfert de genes sur des cellules HeLa est amélioré et la cytotoxicité diminuée
par comparaison a des PEI non modifiées avec les meilleurs résultats obtenus pour un taux de
modification compris entre 2 et 24 % et & un ratio massique polymére/pDNA 6/1. Il a été, ainsi,
montré qu’une modification de 16 % des motifs EI permettait un compromis acceptable entre
efficacité et cytotoxicité. L’utilisation de I’histidine est aujourd’hui répandue afin d’améliorer

I’effet tampon des polyplexes a base de PEI
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NH, N= I NH N=
2 /\NH Water, NaOH /\NH
a) HO Y + o) T HO o
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Schéma 1.23 : Synthese de la His-IPEI : (a) synthése du N-acryloyl-histidine par une réaction
d’addition élimination et (b) synthése de la His-IPEI par addition de Michael. Adapté de'®®

Nous pouvons citer ¢galement 1’apport de [’acide urocanique qui comporte un
groupement imidazole étudié en 2015 par Ihm et al.*®® Leurs tests in vitro sur cellules HeLa et
Cos-7 et in vivo sur souris mettent en évidence une meilleure viabilité cellulaire et une

augmentation de la transfection.

Les molécules permettant d’augmenter le pouvoir tampon du polymére ont ainsi un
grand intérét permettant une meilleure efficacité de transfection grace a un échappement de

I’endosome plus important.

I.2.b.ii. La toxicité des vecteurs
Une des limitations des vecteurs PEI est leur toxicité cellulaire due a leur charge

cationique. Afin d’augmenter la biocompatibilité, des résidus hydrophobes menant a des PEI
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amphiphiles comme du pluronic (polymere tribloc poly(éthylene glycol)-b-poly(propyléne
glycol)-b-poly(éthyléne glycol)) ou des chaines alkyle peuvent étre couplées.®” Des molécules
biodégradables telles que le chitosane,'®® le dextrane!®® ou encore des cyclodextrines’® ont
également donné des résultats intéressants. Enfin, nous pouvons citer Oskuee et al.*’* qui ont

greffé des chaines alkyle courtes terminées par un groupe carboxylate.

La synthese de PEI dégradable est une autre stratégie pouvant réduire sa toxicité. Pour
cela, des PEI de faibles masses molaires sont réticulées avec des liaisons clivables telles que
des esters ou des ponts disulfures. Ces liaisons pH-sensibles dans les conditions physiologiques
meénent a la destruction du polyplexe et ainsi au relargage du matériel génétique. Les polymeres
résultants sont donc de faibles masses molaires et donc moins toxiques. Cho et coll.1’2 ont
répertorié les différentes liaisons pouvant étre utilisées pour synthétiser ces PEI dégradables et

leur application en thérapie genique.

I.2.b.iii. Le transport dans le cytosol

Apres le relargage dans 1’endosome, le plasmide doit encore étre véhiculé dans le
cytosol pour rejoindre le noyau comme expliqué précédemment. Afin de faciliter cette étape,
les recherches ont développé le greffage de peptides permettant un transport actif dans le
cytosol. Par exemple, les peptides NLS (nuclear localization sequence) reconnus par des
protéines de transport!”® ou encore des peptides exploitant la dynéine, protéine motrice des
microtubules,'’* sont utilisés. Ces greffages peuvent étre réalisés sur le polymeére ou sur le
plasmide, les recherches n’ayant pas clairement défini si I’ADN était transporté sous forme de
complexe ou seul aprés son échappement de 1’endosome. Ces modifications permettent une

accumulation périnucléaire du matériel génétique.

I.2.b.iv. L’entrée dans le noyau
Pour finir, la capture nucléaire peut étre facilitée par la modification des complexes. Par
exemple, le greffage de peptides NLS cité précédemment permet, en plus d’un transport actif,

d’augmenter 1’entrée dans le noyau.

Il.2.c. Les modifications permettant un diagnostique

Pour terminer, la synthése de vecteurs théranostiques combinant donc traitement et
tracage des particules dans le corps s’est révélée intéressante afin de mettre en lumiére les
différentes étapes de la transfection, d’avoir un suivi de I’accumulation dans les tissus cibles

ou, dans le cas de cancer, de localiser des cellules tumorales. Des chromophores organiques ou
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des particules inorganiques ont été couplés a des PEI dans ce but. Une sélection des

modifications les plus courantes est présentée ici.

I.2.c.i.  Les fluorophores organiques

Le couplage d’un chromophore (active two-photon excited fluorescent (TPEF)
chromophore) pouvant étre localisé par microscopie par excitation a deux photons (M2P) a, par
exemple, été réalisé par 1’équipe de Mély en 2007.17° Le fluorophore fonctionnalisé par des
motifs isothiocyanate est couplé aux fonctions amine primaire d’une bPEI 25k. Une substitution
de 2,6 % de ces amines, correspondant a 15 chromophores par chaine polymeére, a été obtenue.
Ils ont mis en évidence la complexation de I’ADN par cette PEI modifiée, avec conservation
des propriétés physiques du chromophore. Ce greffage ne manifeste aucun impact significatif
sur les cellules HeLa. La formulation de polyplexes mixant des polymeéres fluorescents a des
polymeéres non fluorescents a un ratio 1/3 s’est révélée plus efficace que les complexes formulés
avec uniquement des polymeres fluorescents. En effet, les polyplexes sont plus petits avec ce
mélange de polymeres et ont ainsi un diametre proche de celui des polyplexes non fluorescents.
La méme equipe a réalisé un travail similaire avec un fluorophore a base de rhodamine

(isothiocyanate de tétraméthylrhodamine).1’

D’autres types d’expériences mettant en jeu des sondes fluorescentes peuvent étre
utilisés comme la spectroscopie de fluorescence a résolution temporelle!’” ou la fluorescence
de transfert d’énergie par résonnance (FRET). L’équipe de Patrick Midoux a, ainsi, préparé
deux formulations différentes de polyplexes avec des ADNp fluorescents vert (fluorescéine) et

rouge (cyanine-5) respectivement.'’®

L’utilisation de ces fluorophores rend possible la visualisation de 1’endocytose,
I’échappement de I’endosome ainsi que 1’accumulation périnucléaire des vecteurs ainsi
formulés. Mély a notamment mis en évidence une accumulation des vecteurs dans les
endosomes et dans le noyau avec des concentrations, respectivement, 30 et 2,5-3,5 fois
supérieures a la concentration extracellulaire. Cela suggére également 1’entrée du vecteur
complet dans le noyau et non pas uniquement du matériel génétique véhiculé dans une
expérience in vitro sur cellules non quiescentes. De son c6té, Midoux expose que le mélange
des formulations fluorescentes mene a des échanges d’ADNp entre polyplexes. Cette
réorganisation entre les polyplexes dépend de la force d’interaction ADN/polymére : plus celle-

ci est importante, moins les échanges ont lieu.
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I.2.c.ii. Les particules inorganiques

Une autre catégorie de modification de PEI permettant un diagnostic est le greffage de
particules inorganiques. La revue de Knipe et al.}”® de 2013 résume les avancées du suivi spatio-
temporel des vecteurs de génes via I’utilisation de ces particules. Ainsi, I’incorporation de
nanoparticules d’oxyde de fer super paramagnétiques (SPION),'®° d’or'®! ou encore de

quantums dots'8? permet la conception de vecteurs théranostiques non invasifs.

Ces particules inorganiques, en plus de leur fluorescence qui permettent un suivi des
polyplexes, peuvent également améliorer la transfection par ciblage assisté. Par exemple, les
nanoparticules magnétiques sont des agents efficaces pour I’imagerie par résonance magnétique
(IRM) et offrent également une méthode efficace de délivrance de géne lorsque qu’un champ

magnétique est utilisé afin de concentrer les nanoparticules au niveau des cellules cibles.

En résumé, I’utilisation de polyplexes théranostiques permet une compréhension élargie
des événements occurrents lors du transfert de génes. Ces outils aménent, ainsi, des réponses

importantes qui permettent de mieux diriger les recherches de demain.

Pour conclure sur ces nombreuses modifications, la PEI est un polymeére offrant une
large possibilité de fonctionnalisation. De plus, comme souligné par Jiang et al.,*®* une
combinaison pertinente de ces nombreuses et différentes fonctionnalisations est importante afin
de mettre au point les vecteurs a base de PEI les plus performants possibles liant une

biocompatibilité et une transfection de genes maximales.

Il existe de multiples combinaisons de ces fonctionnalisations. Pour exemple, tres
récemment, Merkel et coll.*® ont publié un bilan de leurs recherches a propos de polyplexes
pour I’asthme. Ils combinent un ligand de reconnaissance cellulaire, la transferrine, avec un
ligand permettant une amélioration du relargage de I’endosome, la mélittine. Ces polyplexes
véhiculant des siRNA affichent une hausse du transfert de génes en comparaison aux complexes

ne possédant que la transferrine ou aux complexes non modifiés. '8
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11.3. La PEGylation

I1.3.a. Le principe de la PEGylation

La PEGylation est une technique couramment utilisée depuis plusieurs décennies afin
d’améliorer I’efficacité des nanomédicaments. Le poly(éthyléne glycol) possede de nombreuses
propriétés d’intérét pour le biomédical : il est miscible avec beaucoup de solvants et présente
une tres bonne biocompatibilité due a sa non-immunogénicité, sa non-cytotoxicité et sa non-
antigénicité. Ainsi, il est qualifié de polymére « furtif » (qui n’est pas détecté), ¢’est-a-dire qu’il
empéche la reconnaissance du traitement médical par le systéme immunitaire et prévient ainsi
I’agrégation, 1’opsonisation et la phagocytose des nanoparticules. Le temps de circulation du

médicament PEGylé et sa biodisponibilité sont donc augmentés.'&

Ce polymere hydrophile a dévoilé ses capacités pour la premiere fois en 1977. Davis et
coll.18 |e greffent de fagon covalente a une enzyme de foie bovin et rapportent le bénéfice de
ce greffage sur le temps de circulation des enzymes modifiées administrées par voie systémique
chez des lapins et sans observation d’une réponse immunitaire. 1l est ensuite approuvé par la
FDA avec le 1 médicament PEGylé, Adagen®, en 1990. Depuis, de trés nombreuses

recherches 1’utilisent afin de rendre furtif les différents traitements développés.t®’

11.3.b.La PEGylation en transfert de génes

En transfert de génes, la PEGylation est utilisée notamment pour réduire la cytotoxicité
du traitement et apparait largement dans les recherches de thérapie génique.*®® Cependant, la
question de la conservation d’une bonne efficacité de transfection se pose apres avoir recouvert
les nanoparticules de ce polymere furtif. C’est pourquoi des études ont été réalisées afin de
définir les meilleurs parameétres, en ce qui concerne la masse molaire et le taux de greffage des
chaines PEG sur des vecteurs synthétiques, pour profiter de ses propriétés intéressantes, sans
détériorer la transfection. Nous nous intéresserons, ici, au greffage de chaines PEG sur des

polyplexes a base de PEI mais cela est également utilisé pour les autres vecteurs non-viraux.

Zhang et al,*® en 2007, apportent des informations en ce qui concerne le taux de
greffage et la masse molaire des chaines PEG. La synthése de copolymere PEG-g-PEI est
réalisée, avec la méthode « grafting onto », en couplant du diisocyanate d'isophorone (IPDI) a
un PEG-OH puis a une bPEI 25k (Figure 1.3.a). Une bibliothéque de six copolyméres a été
synthétisée avec deux PEG de masses molaires différentes, 2 et 5 k, a trois taux de couplage,

1/9, 1/3 et 1/1 w/w PEG/PEI. D’aprés les analyses de diffusion de la lumiere, la taille des
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complexes PEG-PEI/pDNA diminue avec I’augmentation de la masse molaire et du taux de
greffage de PEG (Figure 1.3.b). Le potentiel zéta décroit également, tout en restant positif. En
ce qui concerne la toxicité, I’apport positif du PEG est confirmé : la viabilité des cellules HeLa
augmente avec le taux de greffage, sans réelle influence de la masse molaire du PEG. Enfin,
I’efficacité de transfection (Figure 1.3.c) indique qu’un taux de greffage trop important ou une
trop longue chaine PEG est néfaste au transfert de genes. Cette diminution est notamment
justifiée par une moins bonne condensation de I’ADN et donc une dissociation de celui-ci avant
I’internalisation, lorsque le taux de greffage est élevé. Cela pourrait également étre justifié par
la diminution du potentiel zéta qui entraine une diminution des interactions cellules/complexes.
Néanmoins, il est important de noter qu’a un ratio N/P de 50, le résultat inverse est obtenu,
puisqu’une meilleure transfection est observée en augmentant le taux de greffage ou la masse
molaire de la chaine PEG. Enfin, le PEG2«-PEI a un taux de greffage 1/9 (PEG-PEI(2-25-1))
avec un rapport N/P 30 s’est révélé le plus efficace et présente un transfert de génes supérieur
a celui de la PEI non greffée. Les mémes conclusions ont également été formulées par Smith et
al.t® Cependant, la furtivité des complexes est supposée dans ces études: il n’y a pas
d’expériences démontrant une diminution de I’interaction avec les protéines sériques en

présence de PEG.

H
N N
a) HN—(” LNt v\]‘NHZ
H a b
(o}
NH,
b) c)
300 70 -
— UZIN/IP=10
2504 g 2 [ N/P=20
P -~ 3 [ IN/P=30
E 7 & I \/P=50
T 200 o -
! E
N i
c
3 1504 B / £
5 8
o 7 2
100 £ o
= 2
50
0

Figure 1.3 : (a) Structure des PEG-PEI synthétisés, (b) tailles des complexes formés et (c)
efficacité de transfection des complexes en fonction du polymere et du ratio N/P utilisés. (PEG-
PEI(X-P-Q) : X = masse molaire en kDa du bloc PEG, P = masse molaire en kDa du bloc PEI,
Q = taux de greffage de PEG avec 1 =1/9, 2 =1/3, 3 =1/1).
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D’autre part, dans une publication de Brissault et al.,®* un copolymére PEG-IPElx a
été synthétisé par la méthode « grafting from ». Une polymérisation par CROP de la 2-éthyl-2-
oxazoline et de la 2-méthyl-2-oxazoline a été réalisée a partir d’un macroamorceur CHz-PEG2«-
tosylate (CH3-PEG-Ts), puis une hydrolyse basique a permis de parvenir au polymere cible,
c¢’est-a-dire un copolymeére d’architecture linéaire PEI-b-PEG. Les complexes obtenus avec ce
copolymeére et un ADNp sont de taille comparable a celle des complexes non PEGylés et avec
un potentiel zéta positif. Ils obtiennent un transfert de génes efficace sur deux lignées
cellulaires, HepG2 et HEK293, a la hauteur de la IPEI 22 k tout en bénéficiant d’une toxicité

moindre.

La synthése des copolymeres PEG-PEI par les méthodes « grafting from » ou « grafting
onto » est donc possible et offre, dans les deux cas, la diminution de la toxicité des complexes.
Cependant, il est nécessaire de réfléchir a une solution afin de contrebalancer la perte de
transfection observée avec des taux de PEGylation élevés. De plus, des expériences démontrant

la furtivité supposée des complexes seraient judicieuses.

C’est dans ce but que des études couplent ce greffage avec d’autres ligands comme ceux
présentés précédemment. Il serait impossible d’étre exhaustif ici, mais le travail de Luo et al.1%2
en 2017 est une illustration intéressante de ces fonctionnalisations multiples. La PEI est
fonctionnalisée via un pont disulfure (SS) par des chaines PEG portant un ligand de
reconnaissance cellulaire, le folate (FA) a leurs extrémités. Les polyplexes multifonctionnels
ont été réalisés avec le polymére FA-PEG-SS-PEI, des nanoparticules d’oxyde de fer super
paramagnétiques (SPION) et du siRNA. Sur des cellules SCG-7901, ces vecteurs présentent
une biocompatibilité superieure a celle de la lipofectamine commerciale jusqu’a un N/P de 30.
L’efficacité de transfection est également meilleure que la référence, pour des N/P de 10 et 20
(en dessous, une mauvaise complexation diminue la transfection ; au-dessus elle n’a pas été
testée), et une meilleure internalisation des nanoparticules comportant la modification avec

I’acide folique est observée grace a la localisation des particules SPION.

Nous pouvons noter un avantage subséquent a ce greffage qui offre un effet espaceur.
En effet, le greffage de ces chaines hydrophiles et mobiles en surface offre un espacement du
cceur de la nanoparticule qui peut étre utile lors de I’utilisation de récepteurs membranaires,

193 g’intéresse a des

ceux-ci étant alors plus accessibles. Par exemple, 1’étude de Guo et Lee
vecteurs PEI fonctionnalisés par du folate. Les vecteurs PEI-Folate transfectent les cellules KB

au méme niveau que les complexes non modifiés. Mais, dans le cas de vecteurs PEI-PEG-
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Folate, la transfection est renforcée grace a une meilleure disponibilité du ligand permettant

ainsi une reconnaissance cellulaire accrue.

Enfin, ’avantage de la PEGylation a également été démontré in vivo notamment par
Wagner et coll.’®* Une augmentation du temps de circulation chez la souris est observée avec

des nanoparticules PEGylées en comparaison a des nanoparticules non-PEGylées.

I1.3.c. Les limites de la PEGylation

Cependant, malgré son apport bénéfique dans le domaine des nanomédicaments, ces
derniéres années ont vu apparaitre de nombreuses études démontrant que la PEGylation
provoquait tout de méme des réactions immunogenes défavorables. Nous pouvons notamment
citer les revues des équipes de Schubert, Jiang ou encore Lai. %197 En effet, des injections
successives de nanoparticules PEGylées ont manifesté une accélération du phénoméne de
clairance rénale due a la présence d’anticorps anti-PEG. La premiére injection active la synthese
de ces anticorps, puis les injections suivantes sont reconnues et déclenchent alors le systéme
immunitaire.®® De plus, I’utilisation de PEG dans les produits alimentaires et cosmétiques nous
expose a celui-ci avant ’administration du traitement PEGylé et peut alors déclencher la
production d’anticorps avant la premiére injection du traitement. Enfin, une accumulation
possible dans les tissus peut créer une toxicité dans le cas d’un traitement de longue durée en

milieu physiologique.!®®

C’est pourquoi les recherches se tournent, aujourd’hui, vers de nouvelles solutions dans
le but de trouver d’autres polyméres biocompatibles permettant d’induire une furtivité des

nanoparticules plus stre.2%

I1.3.d. Les alternatives a la PEGylation

Parmi ces alternatives, nous trouvons différents polymeéres biocompatibles tels que les
poly(2-oxazoline)s, polyglycérols, polyvinylpyrrolidone, polyacrylamines ou encore les
polymeres zwitterioniques, notamment a base de sulfobétaine. L utilisation de polypeptides ou
de polysaccharides est également répertoriée (Schema 1.24). Une analyse des différentes
méthodes est proposée par Anilkumar? et semble indiquer que ces alternatives permettront de
surmonter les inconvénients liés a la PEGylation. Néanmoins, parmi les polymeres
synthétiques, uniquement la poly(2-éthyl-2-oxazoline) est accepté en tant qu’additif pour
I’industrie agroalimentaire par la FDA. Ce méme polymere est également le sujet d’une étude

clinique aux USA dans le cadre d’une application pour la maladie de Parkinson menée par la
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société Serina Therapeutics. Cette demande pour un nouveau meédicament expérimental
(investigational new drug — IND) a été approuvée par la FDA en 2016.202

Dans le cadre de la thérapie génique et plus spécifiquement de la thérapie génique non-
virale, I'utilisation des polyoxazolines, polyméres neutres, stables, hydrophiles, facilement
fonctionalisables et dont la biocompatibilité a été démontrée, 23294 semble une solution
pertinente. En effet, les vecteurs les plus prometteurs étant composés de PEI, polymeres
principalement obtenus a partir de précurseurs polyoxazolines, la POxylation est une solution

simple a mettre en ceuvre dans le domaine de la thérapie génique (Partie I11).
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Schéma 1.24 : Différentes alternatives a la PEGylation : (a) poly(2-éthyl-2-oxazoline), (b)
polyglycérol, (c) polypeptide, (d) polyacrylamide, (e) polyvinylpyrrolidone, (f) polymeére
zwitterionique et (g) systémes & base de sucres. Extrait de®

Pour conclure cette partie sur les vecteurs a base de PEI, leur étude souligne des résultats
prometteurs. Ce polymeére accessible par différentes voies de synthese selon la structure désirée
doit, neanmoins, étre fonctionnalisé pour faciliter le transfert de génes et diminuer les réactions
du systéeme immunitaire. La fonctionnalisation peut se faire via de nombreuses réactions
chimiques et a été largement étudiée. Cependant, une alternative a la PEGylation nécessite
d’étre développée notamment grace a la POxylation. Dans la suite de ce manuscrit, nous nous
intéresserons, ainsi, aux différents résultats obtenus en thérapie génique avec des copolymeéres

PEI-POx comme alternative aux PEI-PEG.

68



Chapitre 1 : Etude bibliographique

Partie lll. Les copolymeres PEI-POXx

I. La POxylation versus la PEGylation

En 1989, Goddart publie la premiére étude de biocompatibilité des POx et plus
précisément de la poly(2-méthyl-2-oxazoline).?%® Puis, Zalipsky et al.?% utilisent, en 1996, la
POxylation comme alternative a la PEGylation, en prouvant que 1’augmentation du temps de
circulation de liposomes greffés avec des chaines PMeOx et PEtOx est similaire a des chaines
PEG. Depuis, de nombreuses revues ont été publiées sur les POx et leurs applications

biOlOgiques_199'203v207
Les propriéteés biologiques du PEG et de la PMeOx sont comparees dans le Tableau 1.5.

Tableau 1.5 : Propriétés biologiques du PEG et de la PMeOx.199:208:209

Polymeres PEG PMeOx
TN
Structure to ™~ j\ n
0
Solubilité Hydrophile Hydrophile
LD50 >29g.kg? > 4.0 g.kg?

Accumulation dans les

. Facilement éliminé
organes possible

Toxicité

Outre leurs solubilités dans I’eau, nous remarquons que la PMeOx est mieux tolérée par
I’organisme avec une DL50 (dose I¢étale médiane) supérieure a celle du PEG et son élimination

se révele plus aisée.

De plus, concernant leurs syntheses, les poly(éthyléne glycol)s ne peuvent étre
fonctionnalisés que par leurs extrémites de chaine alors que, dans le cas des poly(2-oxazoline)s,

de nombreuses stratégies de fonctionnalisation des fins de chaine et du squelette sont possibles.

Afin de permettre une furtivité des nanoparticules, il est important de noter que les
polyoxazolines utilisées doivent étre solubles dans I’eau a la température du corps humain soit
37°C. Ainsi, les monomeéres oxazoline pouvant étre utilisés pour la POxylation sont la 2-méthyl,

2-éthyl et 2-isopropyl-2-oxazoline car la LCST des autres POx est trop faible (Schéma 1.18).

Dans la suite de cette partie, nous nous intéresserons a I’utilisation de la POxylation

comme alternative a la PEGylation dans le domaine de la thérapie génique. Tout d’abord, les
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méthodes de synthéses possibles des POx-PEI seront exposées puis nous nous focaliserons sur

les POx-PEI de type copolymeres a blocs doubles hydrophiles (DHBCs).

Il. Les méthodes de synthese

Sur le méme principe que le couplage de ligands, différentes techniques sont utilisées
pour obtenir des copolymeéres PEI-POXx. Les deux solutions possibles sont, d’une part, le
couplage covalent d’une chaine POx et d’une chaine PEI (Schéma 1.25.a), et, d’autre part,
I’hydrolyse de POx précurseurs de PEI (Schéma 1.25.b).

a) Coupling Legend :
DIDDID<«— @ 2-R;-2-oxazoline
—— QIVVIIDIIIVD | @ 2Ry2-0xazoline
POx-b-PEI @ Ethylenimine
DIIIII—
0000 POX-0PEl  @aa3000

b) POx hydrolysis
POx-stat-PEl

20000000 0000D9C _

POx-b-PEI

Schéma 1.25 : Synthése de copolymeres POx-PEI par (a) couplage covalent d’une chaine POx
et d’une chaine PEI ou par (b) hydrolyse de POx. (b = bloc, g = greffé, stat = statistique).

II.L1. La méthode « coupling »

Cette méthode convergente est un procédé en trois étapes : les syntheses prealables des
deux blocs PEI et POx contenant respectivement une fonction réactive, puis le couplage
covalent post-polymérisation de ceux-ci. En fonction de la position de la fonction réactive, des
copolymeéres a blocs seront obtenus (fonctions en fin de chaine) ou des copolymeres en peigne
dans le cas d’une fonctionnalisation sur le squelette du polymere. Dans de nombreux cas, une
PMeOx ou une PEtOx est synthétisée pour le bloc POX puis son hydrolyse permet d’accéder au
bloc PEI.
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Cette technique est souvent utilisée afin d’obtenir des copolymeres a blocs. Cependant,
elle présente un inconvénient : le couplage des deux homopolymeéres nécessite des réactions
tres efficaces et reste, néanmoins, partiel. L’efficacité du couplage diminue aussi avec
I’augmentation des masses molaires des polymeres précurseurs, et donc les temps de couplages
doivent étre tres eleves. Des étapes de purification sont nécessaires afin d’¢liminer les réactifs

de couplage mais également les homopolymeéres n’ayant pas réagi.

1.2. L’hydrolyse de polyoxazolines

Dans le but de diminuer le nombre d’étapes et de faciliter les purifications, 1’hydrolyse
de copolymeéres d’oxazoline est apparue dans la littérature. En effet, la synthése des PEI
linéaires se fait principalement par I’hydrolyse de POx comme indiqué précédemment. Ainsi,
une hydrolyse contr6lée des POx permet de synthétiser en deux étapes des copolyméres PEI-
POXx avec des étapes de purifications simples. Kem et al.*3 ont présenté cette voie de synthése
en 1979.

Deux types de structures peuvent étre obtenus par cette méthode. Si I’hydrolyse est
réalisée sur un homopolymere de facon partielle, alors un copolymeére statistique est obtenu.
Dans le cas d’un précurseur poly(2-oxazoline) a blocs, une hydrolyse préférentielle ou sélective

peut étre réalisée ; un copolymere a blocs est alors obtenu.

lll. Les copolymeres PEI-POx en thérapie génique

lll.1. Les copolymeéres statistiques

Hoogenboom et coll. ont réalise des études sur I’hydrolyse partielle d’homopolymeéres
POx pour des application biomédicales.?!%?!! Dans le cadre d’une application en thérapie
génique, Fernandes et al.?!2 ont travaillé en 2013 sur la synthése de vecteurs a base de PEI
partiellement hydrolysées. Des polymeéres PEtOx-stat-PEI sont obtenus avec différents degrés
d’hydrolyse et donc différents taux de PEI (30, 70 et 96 %). Lors des tests sur cellules HelLa,
les complexes formés avec les PEtOX-PEI30 et 70 affichent une cytotoxicité faible (< 35%)
alors que le vecteur le plus hydrolyseé se révele plus toxique avec une viabilité cellulaire de 60,9
% et 44,3 % aux rapports N/P 50 et 100. Cependant, la PEtOX-PEI30 présente la plus faible
transfection, la PEtOx-PEI70 a un rapport N/P 100 affiche une efficacité de transfection
comparable a celle de la lipofectamine et la PEtOx-PEI96 a démontré la plus forte efficacite.
Ainsi, le polymeére partiellement hydrolysé PEtOX-PEI70 semble un bon compromis puisqu’il

permet une diminution de la cytotoxicité de la PEI tout en conservant une transfection effective.
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Néanmoins, une étude de 2018 démontre que I'utilisation de copolymeres statistiques
PEI-PEtOx n’est pas réellement bénéfique au transfert de genes. En effet, en comparant une
IPEI et une PEI-PEtOx contenant le méme nombre de motifs El, Bauer et al.?'* montrent que
la réduction de densité de charge induite par les motifs EtOx ne semble pas étre une bonne
solution : d’aprés leurs résultats, une haute densité de charge permet un transfert de génes trés
efficace alors qu’un copolymére PEI-PEtOx induit une diminution de la cytotoxicité

relativement modérée.

Ainsi, afin de conserver une haute densité de charge et rendre plus biocompatible ces

polymeres, la synthése de copolymeéres a blocs semble plus judicieuse.

l1l.2. Les copolymeéres a blocs double hydrophiles PEI-b-POx

Les copolyméres a blocs utilisés en biologie sont principalement des polymeres
amphiphiles, c¢’est-a-dire avec un bloc hydrophobe pour encapsuler la molécule thérapeutique
et un bloc hydrophile pour permettre la solubilisation et la furtivité des complexes formés. La
synthese de copolymeres PEI-POx amphiphiles, avec un bloc POx hydrophobe, a été réalisé,
par exemple, par Vlassi et Pispas avec un copolymeére poly(éthylenimine-b-2-phényl-2-

oxazoline).?4

Cependant, en thérapie génique, de tels polymeéres ne permettent pas une furtivité des
nanoparticules. En effet, ’ADN a encapsuler est une molécule hydrophile et chargée
négativement. C’est le bloc PEI hydrophile et cationique qui complexe et donc encapsule
I’ADN. Puis le bloc POx sert, dans le cadre d’une POxylation, a la furtivité des nanoparticules,
il doit donc étre également hydrophile. On parle alors de copolymeres a blocs double
hydrophiles (DHBCs).

En 2006, Juang et son équipe synthétisent une PEtOx terminée par un groupement
thioacétate (PEOz-SAc). L’hydrolyse de ce polymére ensuite modifié par du 2,2'-
dithiodipyridine conduit a une polyéthylénimine pyridyle disulfide (LPEI-ssPy). Puis, grace au
pont disulfure, le couplage du polymere PEOz-SAc et de la LPEI-ssPy permet de synthétiser
un copolymeére PEI-b-PEtOx (Schéma 1.26). Néanmoins, les possibilités d’homocouplage au
cours de cette réaction (PEOz-b-PEOz ou LPEI-LPEI par exemple) ne sont pas discutées dans
cette étude. Ce copolymeére empéche 1’agrégation des polyplexes dans un milieu salin en
comparaison a des PEI branchées et linéaires non modifiées. De plus, les cellules exposées a
ces vecteurs manifestent une meilleure viabilité cellulaire sans détérioration du transfert de

geénes.?®
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Schéma 1.26 : Synthése du PEOz-b-LPEI.2%

De leur coté, Haladjova et al.?!%, en 2018, proposent des polymeéres IPEI-comb-PEtOx
de différentes masses molaires et taux de greffage. lls obtiendront de faibles cytotoxicités sur
différentes cellules apres exposition aux polymeres ou aux polyplexes. Cependant, ils affichent

une transfection bien plus faible que celle de la bPEI.

Néanmoins, ces méthodes « grafting onto » sont fastidieuses avec de nombreuses
purifications. Une synthése de ces DHBCs par hydrolyse selective semble plus aisée en ce qui
concerne le process. Cependant, dans la littérature, peu de publications rapportent de tels
travaux. Differentes publications mentionnent des hydrolyses selectives de copolymeres
oxazolines mais elles ménent a des polymeres amphiphiles et non pas a des doubles
hydrophiles.?t"?18

Hoogenboom et son équipe ont essayé, en 2012, de synthétiser un copolymeére a blocs
double hydrophile PEI-b-POx. Une selectivité partielle sur des copolymeres PEtOxso-b-
PMeOxso a été obtenue dans un milieu acide eau/ethanol 20/80 v/v (Schéma 1.27). A bas taux
d’hydrolyse de la PMeOx (30%), ils réussisent a hydrolyser environ 13 fois plus de motifs
MeOx que de motifs EtOx. Cependant, lorsque le taux d’hydrolyse augmente, la selectivité
décroit fortement : seulement 2 motifs MeOx sont hydrolysés pour 1 motif EtOx lorsque le taux
d’hydrolyse en MeOx est de 70%.%°
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Schéma 1.27 : Sélectivité de I’hydrolyse du copolymére PEtOx-b-PMeOx en fonction du taux
d’hydrolyse de MeOx. Extraite de?!°

La synthése de DHBCs par hydrolyse sélective de copolymeres POx constitue donc un
défi de taille. Elle permettrait une nouvelle voie de synthése simple a mettre en ceuvre avec des
polymeéres aisément fonctionnalisables, critéres importants si 1’on souhaite aller plus loin et

penser par exemple & une industrialisation future de ces vecteurs.
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Partie IV.La physicochimie des complexes ADN-Polymere

Afin d’évaluer I’efficacité des polymeéres pour le transfert de genes, la formulation des
complexes est une étape importante. Les parameétres physico-chimiques des nanoparticules vont
influer sur les réponses cellulaires au traitement in vitro et/ou in vivo. Il est donc important,
d’une part, de comprendre les différentes lois entrant en jeu lors de la formation des polyplexes
ainsi que de connaitre, d’autre part, les prérequis nécessaires pour les utiliser lors d’expériences

biologiques.
I. Laformation du complexe

I.1. Les polyélectrolytes

D’aprés la définition IUPAC, les polyélectrolytes sont des polymeéres composés de
macromolécules dans lesquelles une partie substantielle des unités constitutionnelles contient
des groupes ioniques ou ionisables.?®® En solution, ces polyméres sont alors chargés
positivement, polycations, ou négativement, polyanions, et sont classés en deux catégories :
faibles ou forts. Dans le cadre de la thérapie génique non-virale a base de PEI, les complexes

sont constitués d’un polyanion fort, I’ADN, et d’un polycation faible, la PEIL

I.1.a. L'ADN, polyanion fort

Dans le cas d’un polyélectrolyte dit « fort», les groupes ionisables sont alors
complétement dissociés en solution aqueuse indépendamment du pH. C’est le cas de I’ADN et
de ses groupes phosphates. Ainsi, I’ADN double brin porte 2 charges €™ par paire de base
(Schéma 1.28).

Thymine Adenine

CH (i)
3
_--H_ _H @o—on
H 0 N |
H,C = o)
o N H
N N—H----- NZ | Y
\[O]/ - !
H N (0)
o]
o8 )
=P— 0
| H ~ |
P

Schéma 1.28 : Structure de I’ADN double brin chargé négativement.
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Cependant afin de respecter 1’électroneutralité de la solution, les contres-ions présents
en solution écrantent ces charges. La condensation de ces contre-ions, également nommée la
condensation de Manning, permet ainsi de réduire la charge effective du polyélectrolyte en
dessous d’une valeur critique.??! Si la distance entre deux charges le long de la chaine polymére
est inférieure a la longueur de Bjerrum (Equation 1.1), les interactions de Coulomb dominent

et la condensation d’un contre-ion est alors favorisée.

2
z . e
Equation 1.1 Ag =——

AmtegerkgT

Avec eo la charge élémentaire (1,602.107° C), o la permittivité du vide (8,8542.1072
F.m%), & la constante diélectrique du milieu, kg la constante de Boltzmann (1,38.10% J.K™?) et

T la température en Kelvin.

Dans 1’eau, la longueur de Bjerrum étant d’environ 7 A, ce phénoméne est pertinent
dans le cas de I’ADN puisque deux bases, donc deux charges, sont distantes de 3,4 A. Il y a

donc condensation de contre-ions tout le long de ce polyélectrolyte.

I.1.b. La polyéthylenimine, polycation faible

La PEI est, quant a elle, partiellement chargée en solution. Ses groupes ionisables, des
amines secondaires, sont des bases faibles ; le polymere est donc un polyélectrolyte faible. Sa

densité de charge varie avec le pH et est liée a la constante d’équilibre Ky selon I’Equation 1.2.

[EInp+]X[0H]

Equation 1.2 Eln + H20 S Elnps + OH avec K, = —
N

Il est & noter que la constante ionique apparente Ky augmente avec le taux d’ionisation
puisque la protonation d’un nouvel azote a proximité d’un azote déja charge est difficile. Ainsi,
il est nécessaire de diminuer plus fortement le pH pour permettre cette nouvelle protonation.

L’Equation 1.3 relie le pKj et le pH en fonction du degré d’ionisation a du polyélectrolyte :
Equation 1.3 pK, = pK, — pH + log (1%1)

Avec pKe logarithme négatif du produit ionique de 1’eau (pKe = 14)

La Figure 1.4 représente 1’évolution de ces parameétres dans le cas d’une solution

aqueuse de PEI a 1% massique.
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Figure 1.4 : Constante ionique apparente pKy et pH en fonction du degré d’ionisation pour une
solution aqueuse de PEI & 1 % massique. Extrait de??

De plus, le taux d’ionisation influera sur la solubilité et sur la conformation du
polyélectrolyte en solution. En milieu dilué, les polymeres non chargés adoptent une
conformation en pelote statistique. Dans le cas de polyélectrolytes, les charges le long de la
chaine polymere entrainent des répulsions intra et inter moléculaires. Plus le polymere est
charge, plus une conformation étirée est adoptée. L’écrantage des charges qui diminue alors la
répulsion menera vers des conformations moins étirées (Schéma 1.29). Le polyélectrolyte

s’approche d’une conformation d’un polymére neutre lorsque cet écrantage est fort.

a) b) c) K*

+
* oBr Brt K+
K+

Schéma 1.29 : Conformation (a) en pelote statistique, (b) étirée d’un polyélectrolyte, (c) avec
influence de I’écrantage des charges. Adapté de??®

1.2. La complexation

Lors de la mise en contact des solutions de polymeére et d’ADN, les charges de ces deux
¢léments vont permettre la formation d’un complexe. En effet, le polymere étant un polycation
et ’ADN un polyanion, les interactions électrostatiques et I’entropie vont guider la formation
d’un polyplexe. Bungerberg de Fong??* et Fuoss et Sadek?? reportent, en 1949, les premigres
études sur ce type d’interactions. La complexation de deux polyions en solution est favorisée
par un gain entropique. Une solution contenant un seul polyélectrolyte présente une

concentration en contre-ions plus élevée au voisinage de celui-ci par 1’écrantage des charges.

77



Chapitre 1 : Etude bibliographique

Cette répartition non uniforme engendre une perte d’entropie qui peut étre rétablie lors de la

complexation d’un polycation et d’un polyanion. Celle-ci permettant le relargage des contre-

ions, une distribution uniforme pourra étre obtenue. La complexation est alors favorable.

La formation de complexes de polyélectrolytes se déroule en plusieurs temps. Bakeev

et al.??® définissent 3 étapes (Schéma 1.30):

(i)

(i)

(iii)

La nucléation par I’appariement des ions de charges opposées forme des
complexes primaires ;
La croissante avec la formation de réseaux hors équilibre méne a des complexes

secondaires ordonnés ;
Enfin, le réarrangement via la lente relaxation des chaines polymeére crée des

agrégats complexes.

La premiére étape est instantanée lorsque les deux polyélectrolytes sont mis en contact

alors que les étapes suivantes sont plus longues. Nous rappelons ici que dans le cas de ’ADN

et d’un polyélectrolyte positif, ces agrégats peuvent se réarranger, donnant lieu a des

redistributi

ONONO

Polyanion

Schéma I.

ons pouvant affecter la composition et la taille des objets formés.1”®

O,
® Mixing Intracomplex
® — e -
reformation
®
Polycation Random primary complex Ordered secondary complex

// Intercomplex aggregation

T v c————

e S — —

Entanglement Network Large fibril

— _/
Y

Complex aggregates

30 : Représentation schématique de 1’agrégation de polyélectrolytes en 3 étapes.

Extrait de??2?8
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Différentes recherches ont montré que la complexation est influencée par la nature des
contre-ions, la concentration des polyélectrolytes, des charges, des sels, la température ou
encore la conformation des chaines (Schéma 1.31).2%7

Factors affecting formation and stability of PECs

Structure Media Preparation
Parameters Parameters Parameters
¢ Charge-to-charge ¢ Polyelectrolyte ¢ Mode of mixing of
stoichiometry concentration polyelectrolytes
¢ Charge density ¢ pH of reaction e Order of mixing of
 Molecular weight meidum polyelectrolytes
of polyelectrolytes ¢ lonic strength of ¢ Mixing ratio
reaction medium e Duration of
¢ Salt concentration interaction

Schéma 1.31 : Les différents facteurs influencant la formation de complexes de
polyélectrolytes. Adapté de??’

Par exemple, dans le cas de la condensation de I’ADN par un polycation, Baldwin et
Widom démontrent que la cinétique de complexation est plus lente lorsque la concentration en
ADN augmente.??®® A basse concentration (0,32 puM), la condensation peut s’effectuer en
quelques minutes (2 min), alors qu’environ une heure est nécessaire a plus haute concentration
(1,58 uM).

1.3. Méthode de formulation

La formulation de complexes ADN/PEI se fait, classiquement, par ajout d’une solution
de I'un des polyélectrolytes dans 1’autre solution, sous agitation. Comme indiqué
précédemment, le ratio entre les deux polyélectrolytes, ainsi que 1’ordre d’ajout, peut avoir une

influence sur la complexation et donc sur la taille des complexes.

Dans I’optique de connaitre I’influence du ratio entre les polyélectrolytes, Mengarelli et
al.Z% ont analysé la taille de polyplexes ADN/IPEI en milieu dilué et a I’équilibre par DLS en
ajoutant progressivement une solution de IPEI a une solution d’ADN, faisant ainsi varier le
rapport N*/P (ratio noté x). Il est important de noter que celui-ci est différent du rapport N/P,
plus généralement utilisé, qui ne tient pas compte de la protonation partielle des amines de la

PEI. La Figure 1.5 (a et b) souligne ainsi difféerents comportements en fonction de x :
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- X < 0,8, soit un excés de charges négatives: des complexes avec un rayon
hydrodynamique Rp inférieur & 100 nm sont obtenus avec une mobilité
électrophorétique négative correspondant a la charge de surface.

- 0,8 <x < 1: une forte augmentation de la taille des complexes est observée jusqu’a
1I’obtention de particules de plusieurs micromeétres. Cette agrégation a lieu dans une zone
proche de la neutralité.

- X>1,1:’ajout de PEI conduit a un exces de charges positives qui permet de diminuer
la taille des polyplexes. Des nanoparticules avec un Rn autour de 100 nm sont, de

nouveau, obtenues avec une charge de surface positive.

Ces observations confirment les conclusions de Sato et coll.?®! sur la répulsion
électrostatique permise par un mélange non équimolaire des polyélectrolytes (Figure 1.5.c). lls
exposent que, lors d’un mélange non équimolaire, les chaines en excés peuvent venir s’adsorber

en surface. Ces ions en excés permettent une répulsion des complexes entre eux permettant leur

stabilisation.

a) __ 4 c)
:m 2 ’*&—i—*—i-ﬂ
“': 0 ] — Polycation
57 -2 i”“é"';“ Y ;
2 4] — Polyanion
:_ T 1

b) 10 Aggregation
— A\
g 10°] fa\%\‘j |
D‘:‘m,_ ._&/E/J' '\"ﬂ-i—-g——-l-—J;l:Q @ @

o—o —e—s
0,1 1 10
X x<1 x=1 x>1

Figure 1.5 : (a) Mobilité électrophorétique et (b) rayon hydrodynamique en fonction du rapport
de charges x (concentration en ADN c¢ = 0,01% (w/v), force ionique [I] = 0,15 M et pH = 7,4.
Complexes ADN/IPEI 2,5 kDa (o) et ADN/IPEI 25 kDa (¢) ; Extrait de?®°). (c) Représentation
schématique des structures obtenues en fonction du rapport x. Adapté de?*?

Les formulations pour la thérapie génique étant réalisées avec un excés de PEI, 1’ajout
de la solution d’ADN, en défaut, sur la solution de PEI semble donc plus justifi¢ afin de

contourner ce diagramme de phase (soit de la droite vers la gauche sur la Figure 1.5.b).

Néanmoins, en 2004, une étude de Schatz et al.?*® examine I’influence de 1’ordre
d’addition des polyélectrolytes (celui en défaut sur celui en excés ou celui en exces sur celui en
défaut) sur la taille et la stabilité des complexes. Ils étudient alors deux types de mélange ; un

goutte-a-goutte lent ou un melange rapide ; avec des solutions de sulfate de dextrane
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(polyanion) et de chitosane. (polycation). Les résultats soulignent que, lors du mélange rapide
des solutions, I’ordre I’addition des polyélectrolytes n’a pas d’influence sur la taille et la
stabilité des complexes. Dans le cas de formulations par goutte-a-goutte lent, I’ajout de celui en
défaut sur celui en exces est préconisé par les auteurs afin d’éviter une agrégation. Cependant,
Boussif et al.*® avaient souligné, en 1995, que les complexes ADN/bPEI réalisés par un ajout
goutte-a-goutte de I’ADN en défaut sur la bPEI en excés était 10 fois moins efficace en

transfection sur des cellules 3T3 que I’inverse.

Ainsi, aujourd’hui, les formulations standard se font principalement par 1’ajout de la
solution de polymeére (en exces) dans la solution d’ADN (en défaut) sous agitation et d’une
durée de quelques secondes. Cette formulation, contre-intuitive au vu du diagramme de phase,
nécessite de traverser une zone de précipitation du complexe (x=1, Figure 1.5) et provoque une
agrégation des macromolécules, qu’il est difficile de maitriser dans le cas de solutions

concentrées.

De plus, il est intéressant de noter que 1’exces de chaines polymere et donc de charges
positives est important pour la stabilité des complexes formés mais également pour garantir une
bonne transfection. En effet, cet exces n’est pas en totalit¢ complexé en surface des complexes,
une partie des chaines cationiques restant libre en solution. Bien que la toxicité peut étre liée a
ces chaines libres, une bonne transfection nécessite leur présence comme 1’ont montré diverses
recherches.?* Ces polyméres libres pourront, néanmoins, étre éliminés par la filtration rénale
s’ils ont une masse molaire inférieure a 30 kDa et qu’ils n’ont pas interagi avec des protéines
du sang chargées négativement a pH physiologique (albumine de sérum bovin ou

immunoglobuline par exemple) créant alors une augmentation de leur taille.

Il. Les contraintes des tests biologiques

Afin d’évaluer I’efficacité des complexes, des tests in vitro et in vivo sont mis en place.
Cependant, les formulations doivent respecter un cahier des charges spécifique permettant de

réaliser chaque type de test.

I1.1. Invitro

Lors des tests in vitro, la transfection des cellules est testée avec des complexes de faible
concentration. En effet, les formulations sont réalisées a partir d’une solution d’ADN
(plasmidique par exemple) a 1 mg.mL™? et le volume approprié d’une solution de polymére a

0,5 mg.mL? est ajouté afin d’obtenir des complexes au ratio N/P souhaité. Le solvant utilisé est
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géneralement un tampon Hepes 10 mM. Ces complexes sont, ensuite, ajoutés sur les cellules
avec du milieu de culture, la concentration finale en ADN étant entre 1 et 5 pg.mL™. Un nombre
important de travaux reporte la formation de complexes stables avec des diametres moyens

inférieurs & 100 nm, ce qui est requis pour les études ultérieures in vivo,164235:236

I1.2. In vivo

Apres des premiers tests concluants in vitro, les expériences in vivo peuvent étre menées.
Cependant, comme dit précédemment, la thérapie génique non-virale montre une efficacité

moindre en comparaison des vecteurs viraux.

Cette différence d’efficacité peut s’expliquer par la quantité d’ADN véhiculé. En effet,
pour un patient, une thérapie génique virale véhicule 6,24.10* particules/kg, soit autant de
copie d’ADN puisque chaque capside virale comporte une copie du géne.?*’ Cela correspond
par exemple a 131 pg d’ADN/Kg pour le plasmide PTG11033 de 9,6 kpb.

En effet, 6,24.10% copies.kg™ correspond & 1,04.10° mol.kg™* d’ADN en divisant par le
nombre d’Avogadro. Les plasmides PTG11033 ayant une masse molaire de 6,34.10° g.mol*
(9,6 kpb et 660 g.mol™ par paire de base), il faut donc véhiculer 6,56.10° g.kg™ d’ADN. Dans

le cas d’une souris d’en moyenne 20 g, cela représente alors 131 pg.

Une souris ayant un volume sanguin d’environ 1,8 mL, le volume injecté ne peut pas
dépasser 200 pL pour maintenir I’homéostasie du corps. Ainsi, la formulation doit étre effectuée
a une concentration minimale de 655 pg.mL™, soit trés supérieure a celle utilisée in vitro. Cette
contrainte est nécessaire afin de pouvoir s’approcher des résultats obtenus en therapie non-

virale.

Cependant, cette concentration élevée peut entrainer une augmentation de la taille des
polyplexes, voire une agrégation. Cette augmentation s’explique notamment par la
concentration C* qui est la concentration de recouvrement d’un polymeére. C* est définie par
’Equation 1.4. Au-dessous de celle-ci, on parle de solution diluée avec des chaines éloignées
les unes des autres. Pour une concentration proche de C*, une solution semi-diluée est obtenue
dans laquelle les chaines polymére se touchent, puis les chaines s’interpénétrent conduisant a
un pseudo-réseau lorsque la concentration est supérieure a C*.
gnM
NaR3

Equation 1.4 C'~

Avec M la masse molaire du polymeére, Na le nombre d’Avogadro et Rg le rayon de giration du polymére.
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Les valeurs de C* ont été calculées pour 3 fragments d’ADN linéarisés grace aux rayons
de girations estimés par Smith et al.?*® (Tableau 1.6). Pour le pTG11033 de 9,6 kDa, la C*
déterminée est de 1’ordre de 1,5 g.L™X. Nous nous plagons, ainsi, a une valeur proche de la
concentration de recouvrement si I’on souhaite formuler des solutions a une concentration de
’ordre de 1 mg.mL™ en ADN. Cette situation contribue aux phénomeénes d’agrégation observés
lors de la formulation de polyplexes, et constitue un verrou limitant les développements dans le
domaine du transfert de génes par des vecteurs synthétiques polyméres.

Tableau 1.6 : Calcul des C* en fonction des Rg estimés par Smith et al.?®® pour trois plasmides
linéarisés de taille variable.

Size (bp) Molas masse (g.mol) Re (um) C* (g.L )
4361 2 878 000 0.18 3.43
6557 4 328 000 0.24 2.17
9416 6 215 000 0.31 1.45

De plus, lors d’essais in vivo, notamment par injection systémiqgue, la solution injectée
doit contenir des solutés indispensables au respect de I’homéostasie cellulaire. Ainsi, les

formulations doivent étre préparées dans une solution de glucose 5% ou de NaCl 150 mM.

Il est donc nécessaire de revisiter les conditions de formulations permettant d’obtenir
des complexes de ces polyélectrolytes a une concentration en ADN élevée dans le solvant
adéquat tout en conservant une stabilité et une taille inférieure 8 100 nm. L’étude des paramétres

physico-chimiques systématiques des formulations est importante.
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Conclusion

Pour conclure cette étude bibliographique sur la thérapie génique, de ses prémices aux
résultats les plus récents, le Schéma 1.32 reprend les différents parametres dont nous avons
discuté et qui influent sur [D’efficacité de la transfection médiée par un complexe
ADN/polymere. Afin d’obtenir des complexes trés performants, I’ensemble de ces paramétres
doivent étre pris en compte. L’¢élaboration de ces polyplexes compétitifs demande donc de

nombreux ajustements.

p
Polymer/DNA L
Polymer ymer/ Nucleicacid
L complexes
— Molecular Branching Complexation . Molecular e .
Component
P Weight modification buffer et weight Modification
m o
(TN} Complfexatlon Comp!ex Complex size Surface charge
I: T efficiency stability
m e
(WN] .
. . Transf . . .
8 m B|olog|cal ;af?iscizﬁgsn Aggregation Cytotoxicity Uptake mechanism
o
a Ll i Circulation . Biological N
Bio-distribution & Half life In.teractlon iy Opsonization
pharmacological Irnmun'o- with serum Toxicity Excretion
stimulation proteins

Schéma 1.32 : Facteurs affectant les performances des polyplexes. Adapté de?3®
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L'objectif de la these

Les polyplexes sont, aujourd’hui, largement étudiés dans le but de remplacer les
vecteurs viraux dans le domaine de la thérapie génique. Les polymeres les plus prometteurs
sont les polyéthylenimines qui, par leur caractére cationique, complexent efficacement I’ADN.
D’autre part, les recherches ont montré qu’une PEGylation permettait une furtivité de ces
vecteurs. Néanmoins, la réaction du systéme immunitaire envers ces nanoparticules PEGylées
meéne les recherches vers des alternatives par exemple en utilisant les poly(oxazoline)s. Ces
polymeres a la synthése contr6lée et aux propriétés ajustables sont les principaux précurseurs
des PEI. C’est pourquoi la synthese de copolymeres doubles hydrophiles PEI-POX représentent
une alternative d’intérét aux PEI-PEG. Cependant, aujourd’hui, la synthése de ces copolymeres

par hydrolyse reste un défi di a un manque de sélectivité de la réaction.

Ainsi, dans ce travail de these, nous nous proposons de mettre au point une stratégie de
synthése permettant d’obtenir une bibliothéque de DHBCs POXx-PEI en peu d’étapes. La
fonctionnalisation de ces copolymeres sera ensuite étudiée afin d’améliorer le transfert de
genes : d’une part, nous nous intéresserons au greffage de ligands de reconnaissance cellulaire
afin d’accentuer le ciblage cellulaire ; et d’autre part, des résidus histidine permettant une
amélioration de I’effet tampon nécessaire a la délivrance des vecteurs dans le cytosol seront

couplés aux chaines PEI.

La formulation des polyplexes sera réalisée avec pour objectif 1’obtention de
nanoparticules polyvalentes de taille inférieure a 100 nm et ayant une concentration élevée en
ADN. Pour cela, la synthese de nanoparticules contenant un unique plasmide est souhaitée.
Leur taille, morphologie et stabilité seront analysées avant de les utiliser dans le cadre d’études
in vitro et in vivo. Nous déterminerons ainsi les parametres de synthése macromoléculaire et de

formulation garantissant le meilleur transfert de genes.
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Chapitre 2

Introduction

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons a la synthese de copolymeres a blocs doubles
hydrophiles (DHBCs) constitués d’un bloc poly(2-alkyl-2-oxazoline) et d’un bloc
polyéthylénimine, potentiels vecteurs non viraux pour le transfert de genes.

Ces copolymeres a blocs sont une alternative envisagée aux copolymeres PEG-PEI
puisque les poly(2-oxazolines) sont connues pour leur synthése controlée, leur
fonctionnalisation aisée et leur biocompatibilité.>? Ils sont, de plus, les principaux précurseurs

des PEI linéaires par hydrolyse acide ou basique.>*

Différentes stratégies pour la synthése de ces copolymeres d’intérét sont proposées dans
la littérature. Cependant, ces synthéses réalisées par hydrolyse partielle d’homopolymeéres
POx>® ou hydrolyse préférentielle de copolyméres a blocs POx’ n’a pas permis, & ce jour,
I’obtention de copolyméres a blocs doubles hydrophiles POx-b-PEI bien définis. La synthése
de POx-b-PEI a également été réalisée par couplage de deux chaines polymere, POx d’une part
et PEI d’autre part, mais nécessite alors des étapes de purification fastidieuses avec de faibles

rendements.®

Dans le cadre de ce travail de these, nous proposons de développer une méthode de
synthese de POx-b-PEI par hydrolyse sélective de copolymeres a blocs poly(2-oxazoline)s. La
stratégie développée repose sur 1’auto-organisation des macromolécules en solution sous forme

de micelles avant I’étape d’hydrolyse (Schéma 11.1).

OYR1 T > Tphase transition 2 OH" 2 T¥ OYR1
T AR e 2R T e
2

POX;-b-POX, POX,-b-PEl

Schéma 11.1: Synthese de DHBCs POx-b-PEIl par hydrolyse sélective de copolymeres
POx1-b-POxa.

Dans une premiére partie, différents copolymeres poly(2-oxazoline)s avec un bloc
présentant une temperature de transition de phase supérieure a la température corporelle
humaine seront tout d’abord synthétisés. Les synthéses de poly(2-méthyl-2-oxazoline)-b-
poly(2-éthyl-2-oxazoline)s (PMeOx-b-PEtOx) et de poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-b-poly(2-
méthyl-2-oxazoline)s (PiPrOx-b-PMeOx) seront ainsi présentées. Puis, dans une seconde
partie, les hydrolyses acide et basique de ces copolymeres seront étudiées. Les réactions

d’hydrolyse seront réalisées au-dessus de la température de transition de phase des copolymeres
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dans le but d’obtenir une micelle composée d’un ceeur PEtOx ou PiPrOx et d’une couronne
PMeOx. La protection attendue des blocs PEtOx et PiPrOx par le coeur collapsé non accessible
devrait permettre d’obtenir une hydrolyse sélective et totale des blocs PMeOx a haute

température, et donc de synthétiser les DHBCs POx-b-PEI souhaités.
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Partie l. Synthése des copolymeéres a blocs poly(2-

oxazolines)s

Nous souhaitons synthétiser des copolymeres POxi-b-POx2 de structure controlée par
polymeérisation cationique par ouverture de cycle. Pour choisir les monomeres de chaque bloc,
I’étape d’hydrolyse ainsi que 1’application visée doivent étre prise en compte : un bloc
hydrophile sera hydrolysé pour former le bloc PEI alors qu’un second bloc doit posséder une
LCST (« lower critical solution temperature ») afin de garantir la formation de micelles comme
expliqué précédemment. Cependant, afin d’obtenir, apres hydrolyse, des polymeres a blocs
PEI-b-POx doubles hydrophiles a la température du corps humain, il est nécessaire d’utiliser
un bloc POXx présentant une LCST supérieure a la température corporelle. D’aprés la Figure
1.1, deux monomeéres peuvent étre utilisés en combinaison avec la MeOx : la 2-éthyl-2-
oxazoline et la 2-isopropyl-2-oxazoline. C’est pourquoi des copolymeéres poly(2-méthyl-2-
oxazoline)-b-poly(2-éthyl-2-oxazoline) (PMeOx-b-PEtOx) et poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-
b-poly(2-méthyl-2-oxazoline) (PiPrOx-b-PMeOx) seront synthétiseés.
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PiPrOx PnPrOx PnBuOx
LCST = 45 °C LCST = 25 °C Non watersoluble

Figure 11.1 : LCST de différents poly(2-alkyl-2-oxzoline)s dans I’cau.

Au préalable, I’homopolymérisation des différentes 2-oxazolines sélectionnées a été
étudiée dans le but d’optimiser les conditions de polymérisation. Cette étude est nécessaire afin
de déterminer les conditions de réaction permettant une conversion totale des monomeres et un

bon contrdle de la polymérisation.
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I Synthese d’homopolymeéres poly(2-oxazoline)s

I.1. Synthése d’homopolymeéres poly(2-méthyl-2-oxazoline)s

I.1.a. Synthése de PMeOx de différentes masses molaires

Différents homopolyméres PMeOx ont été synthétisés en vue d’obtenir une bibliotheque
de polymeéres de différentes masses molaires. Ces polymeres serviront de témoins pour les blocs
PMeOx des copolymeéres qui seront synthétisés par la suite.

La polymérisation de la MeOx a été étudiée dans les conditions habituelles® : dans
I’acétonitrile a 80 °C, par chauffage conventionnel, en utilisant deux amorceurs insaturés, le
bromure d’allyle et le p-toluénesulfonate de propargyle. Nous montrerons plus tard que
I’extrémité insaturée des chaines polymére, issue du bromure d’allyle, est sensible aux
conditions d’hydrolyse, ce qui nous a contraints a changer d’amorceur en cours d’étude. Les
polymeéres synthétisés ont des degrés de polymérisation (Xn) variant de 35 a 352 et sont
terminés par de la pipéridine, de la 1-(2-propynyl)pipérazine ou de la morpholine (Schéma
11.2). Ces différentes terminaisons de chaines modifient la solubilité des polymeres ou peuvent
permettre des post-fonctionnalisations notamment dans le cas de la 1-(2-propynyl)pipérazine.
Le Tableau I1.1 répertorie les différents polymeres synthétisés, les conditions opératoires ainsi
que quelques analyses structurales effectuées.
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n X n+1
/&O Tambv 24h /&O
: X : < : N 7N /
I-X: A~UBrorXX_ or1s Q-H: NHorO NHOrHN N
= \/ s U \

allyl bromide propargyl piperidine  morpholine 1-(2-propynyl)
p-toluenesulfonate piperazine

Schéma 11.2 : Synthese des PMeOx et structures des amorceurs et agents de terminaison
utilisés.
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Tableau I1.1 : Synthése de PMeOx témoins.

i . M 3 M 4 M 5
Initiator & Time! p? n n n £6
Run MeOx/1/ molt ka.mol ‘molt DS
qunchused MOND (ga 50 GG R R

GwD-04"  Allyl bromide  35/1/5 1 100 3.0 3.2 29 125 75
GwD-14" and piperidine 234/1/10 4 98 19.6 195 17.6 1.50 100

Allyl bromide
and
1-(2-propynyl)
piperazine

35/1/10

[EEN

GwD-63" 99.8 3.0 4.0 39 116 O

GwD-134#  Propargyl 118/1/10 3 100 10.0 9.6 8.8 1.30 100

GwD-133¢  P-toluene 535,11 4 100 200 185 169 1.54 100
. sulfonate and
GWD-84*  morpholine  352/1/10 7 99.4 298 212 215 1.63 100

I and Q correspond respectively to the initiator and quencher
[MeOx] =1.5M in ACN

* Dialysis against water

# One dialysis against ACN and second dialysis against water
. polymerization time

: MeOx conversion determined by 'H NMR

: Mn(th) = ([MeOx] x M(MeOx) x Conversion) / [I]

. determined by '"H NMR

: SEC in DMF; PMMA standards

: Polymer functionalization by the quencher

o g A W N

L’analyse par RMN *H du milieu réactionnel aprés désactivation des centres actifs
permet de déterminer le taux de conversion en monomere. La conversion est déterminée par
comparaison des signaux des protons méthyléne du monomere résiduel dans la zone 3,6-4,0
ppm et des protons méthyléne du squelette du polymere a 3,42 ppm. Les différentes syntheses
présentent toutes des taux de conversion, p, trés proches de 100 %. Ce taux de conversion est
ensuite utilisé dans le calcul de la masse molaire moyenne en nombre théorique du polymeére
(Mn th).

Aprés purification du polymére par dialyse, I’analyse du spectre RMN *H permet de
calculer la masse molaire moyenne en nombre du polymeére, notée My rvn. La Figure 11.2
présente, a titre d’exemple, le spectre RMN *H du polymére purifié GwD-04. Dans le cas du
bromure d’allyle, soit pour les polyméres GwD-04 et GwD-14, les protons allyliques issus de
I’amorceur (protons 1 et 2) observés entre 5,0 et 6,0 ppm et les protons du motif de répétition
situés a 3,42 ppm pour les protons méthyléne du squelette du polymeére (protons 4 et 5) et a 2,07
ppm pour les protons méthyle des groupements latéraux (protons 7) sont utilisés pour réaliser
ce calcul. Dans le cas du p-toluenesulfonate de propargyle, les protons méthyne des extrémités
de chaine qui résonnent entre 4,2 et 4,4 ppm sont pris comme référence (protons 3). Les masses

molaires obtenues par RMN, comprises entre 3,2 et 21.2 kg.mol™?, sont en accord avec les
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valeurs théoriques. Néanmoins, 1’intégrale du signal corrélé aux protons 3 est parfois impactée
par le signal voisin correspondant aux protons méthyléne des unités MeOx. Cela explique la

différence entre certaines valeurs théoriques et RMN en particulier pour GwD-84.

La fonctionnalisation des fins de chaine par I’agent de terminaison peut également étre
évaluée. Pour cela, les intégrales des protons 8, 9 et 10 dont les signaux se trouvent
respectivement a 2,45 ppm, 1,55 ppm et 1,45 ppm sont comparées aux intégrales des protons 1
et 2. Pour GwD-04, la désactivation des centres actifs a été realisée en introduisant dans le
milieu réactionnel 5 équivalents de pipéridine/amorceur et en laissant le systéme sous agitation
pendant 15 heures. En calibrant le signal des protons 2 a 1,00, les valeurs des protons 9 et 10
sont exactement de 3,0 et 1,6. La fonctionnalisation des fins de chaine n’est donc que partielle
(75 %). Pour les autres polymérisations, 10 équivalents d’agent de terminaison ont été utilisés,

une fonctionnalisation totale des fins de chaine polymeére est alors observée.
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Figure 11.2 : Spectre RMN *H du polymére GwD-04 dans du CDCls & 20 °C.

Les polymeres ont, également, été caractérisés par chromatographie d’exclusion
stérique (CES) dans le diméthylformamide (DMF) équipée d’un détecteur a indice de réfraction
(RI). Les chromatogrammes des polymeéres sont présentés a la Figure 11.3.a. Les masses

molaires (Mn sec) sont donnees apres purification et sont proches des valeurs attendues pour les
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faibles masses molaires (GwD-04, GwD-63 et GwD-134). Cependant, a haute masse molaire
(GwD-14, GwD-133 et GwD-84), les valeurs obtenues par CES (entre 16,9 et 21,5 kg.mol™?)
s’éloignent des valeurs théoriques (entre 19,6 et 29,8 kg.mol™?). En effet, une adsorption des
chaines PMeOx est suspectée sur les colonnes chromatographiques comme en témoigne la
trainée sur les chromatogrammes des polyméres GwD-14, GwD-133 et GwD-84. Des résultats
similaires ont déja été observés dans des travaux antérieurs.!® Néanmoins, afin de confirmer
cette hypothése, le polymére GwD-14 a été analysé par CES aqueuse équipée d’une triple
détection (détecteurs a indice de réfraction (RI), de diffusion de la lumiére (LS) et
viscosimétrique) (Figure 11.3.b). La masse molaire obtenue par cette analyse est de 20,8
kg.mol™ avec une dispersité de 1,19 et est en accord avec les valeurs théorique et RMN. De
plus, le chromatogramme obtenu est plus symétrique confirmant ainsi notre hypothése.

a)l b) A

GwD-14

Refractive Index
Refractive Index

20,00 25,00 30,00 35,00 2150 2350 2550 27,50 29,50 31,50
Elution volume (mL) Elution volume (mL)

Figure 11.3 : Chromatogrammes (a) par CES DMF des polyméres PMeOx et (b) par CES
aqueuse du polymére GwD-14.

D’autre part, une analyse MALDI-TOF a été effectuée sur le polymere GwD-04 afin de
confirmer la structure du polymeére (Figure 11.4). La population principale correspond a la
structure attendue : le polymére amorcé par le bromure d’allyle, terminé par la pipéridine et
cationisé avec Na*. Néanmoins, des réactions secondaires sont mentionnées par des populations
supplémentaires. Une des populations est notamment issue d’une réaction de transfert et
posseéde un proton et un résidu pipéridine comme extréemités de chaine. Ces populations sont
néanmoins minoritaires puisque les analyses CES donnent des masses molaires proches des

valeurs théoriques.
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Figure 11.4 : (a) Spectre MALDI-TOF du polymére GwD-04 en mode réflectron et (b) zoom
sur la zone 3550 — 3750 m/z.

De plus, nous pouvons comparer les polyméres GwD-14 et GwD-133 qui ont la méme
masse molaire visée. Le premier est amorcé par du bromure d’allyle et terminé par de la
pipéridine, le deuxieme est, quant a lui, amorcé par du p-toluénesulfonate de propargyle et
terminé par de la morpholine. Les résultats obtenus pour ces deux polymeres sont trés similaires
en ce qui concerne la conversion en monomere et les masses molaires obtenues par RMN et

CES. Ainsi, le changement d’amorceur n’a pas d’influence sur la polymérisation de la MeOx.

Pour terminer, une étude a été réalisée avec différents agents de terminaison portant une
amine secondaire : la pipéridine, la morpholine et la 1-(2-propynyl)pipérazine. Les deux
premiers agents de terminaison permettent une fonctionnalisation totale des fins de chaine. La
morpholine améliore la solubilité des polymeres dans I’eau grace a I’atome d’oxygéne. La 1-
(2-propynyl)pipérazine, quant a elle, ne permet pas une terminaison efficace. En effet, aucun
résidu issu de la 1-(2-propynyl)pipérazine n’est observé sur les spectres RMN *H des polyméres
purifiés, suggérant 1’absence de fonctionnalisation. Cela peut étre expliqué par 1’aspect pateux
du produit suggérant la présence d’eau, malgré les précautions prises (manipulation en boite a
gant et séchage a la rampe a vide avant utilisation), qui entraine une réaction de terminaison
secondaire. Ainsi, afin d’introduire une fonction alcyne sur la chaine polymere, 1’amorcage de

la polymérisation par le p-toluenesulfonate de propargyle sera la stratégie utilisée.
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I.1.b. Comparaison du chauffage conventionnel et micro-ondes

Les temps de polymérisation observés pour les syntheses précédentes étant longs,
notamment pour les hautes masses molaires (7 jours), la polymérisation par micro-ondes a été
étudiée dans le but d’accélérer la réaction. Ce mode de synthése pour la polymérisation des
oxazolines est largement utilisé dans la littérature et permet de réduire fortement les temps de
réaction.' Ainsi, des polymérisations ont été réalisées, soit par chauffage conventionnel, soit
par micro-ondes dans le but de comparer ces deux voies de synthése. Les polymeres ont été
amorcés par du bromure d’allyle ou le p-toluénesulfonate de propargyle et terminés par de la
pipéridine ou de la morpholine. Deux concentrations en monomeére ont été testées : 1,5 M et 4
M. Les conditions de synthése et les resultats obtenus apres purification des polymeéres sont

présentés dans le Tableau I1.2.

Tableau 11.2 : Synthése de PMeOx par chauffage conventionnel ou par micro-ondes.

2 Mn3 Mpn* Mn°
el [MEOX] P kg.mol*  kg.mol*  kg.mol* p°

Run Method MeOx/1/Q Tim ’
molL™ % "4y (NMR) (SEC)

GwD-25* 350/1/10 96 h 4 30 - - . ]
GwD-14* Cong’grlt(':ona' 234/1/10 4d 15 98 196 195 176 150
GwD-84* 352/1/10 7d 15 994 298 301 215 1.63

GwD-11* 140°C 354/1/5 2h 15 80 240 227 55 1.80

I 'and Q correspond respectively to the initiator (allyle bromide) and quencher (piperidine); solvent: ACN
Dialysis performed in water

: polymerization time

: MeOx conversion determined by 'H NMR

: Mn(th) = ([MeOx] x M(MeOx) x Conversion) / [I]

: determined by 'H NMR

: SEC in DMF; PMMA standards

: initiated by allyl bromide and quenched by piperidine

: initiated by propargyl p-toluenesulfonate and quenched by morpholine

B ¥ OB~ W N P

Dans le cas des polymérisations par micro-ondes, 40 min a 2 h de réaction suffisent pour
atteindre des conversions en monomeére éleveées, respectivement 95 % et 80 % (GwD-10 et 11)
lorsque la concentration en monomeére est respectivement de 4 M ou de 1,5 M. A haute
concentration, la polymérisation n’a pu étre menée a terme par chauffage conventionnel, suite
a une précipitation du milieu réactionnel aux alentours de 110 h de réaction (GwD-25). Aucune
analyse n’a donc été effectuée sur ce polymeére. La conversion indiquée dans le tableau
correspond a un prélévement du milieu réactionnel effectué au bout de 96 h (la faible conversion

obtenue n’a pas permis d’effectuer de caractérisations).
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Les analyses CES des polymeres purifiés GwD-10 et GwD-11 mettent en évidence des
masses molaires (12,7 et 5,5 kg.mol™) nettement inférieures aux valeurs théoriques (28,5 et
24,0 kg.mol!) et RMN (25,3 et 22,7 kg.mol'). Nous avons évoqué précédemment une
absorption des polymeres de fortes masses molaires sur les colonnes chromatographiques,
induisant un écart entre la M sec et les valeurs RMN et théoriques. Cependant, cet écart est ici
beaucoup plus prononcé. De plus, les dispersités obtenues, respectivement 1,90 et 1,80 pour les
polyméres GwD-10 et GwD-11, sont plus élevées que celles obtenues par chauffage
conventionnel (1,50 et 1,63 respectivement pour GwD-14 et GwD-84). Ces résultats

témoignent d’une augmentation des réactions secondaires au cours de la polymeérisation.

Pour conclure, malgré le bénéfice des micro-ondes pour réduire significativement les
temps de polymérisation, la synthese par voie conventionnelle a une concentration de 1,5 M en

monomere sera préférée pour réaliser les prochaines polymérisations.

[.2. Synthése d’homopolymeéres poly(2-éthyl-2-oxazoline)s

De la méme maniére, des homopolymeéres poly(2-éthyl-2-oxazoline)s ont été synthétisés
dans le but de déterminer des conditions de synthese permettant une polymérisation contrdlée
et totale de la 2-éthyl-2-oxazoline. Pour cela, des PEtOx de 2 a 9 kg.mol™* amorcées par du
bromure d’allyle et terminées par de la pipéridine ont été synthétisées avec une concentration
en monomere variable, correspondant a celles utilisées dans les futures copolymérisations. Les
conditions de synthése et les analyses effectuées (apres purification) sont répertoriées dans le
Tableau 11.3.

Tableau 11.3 : Synthése de PEtOx témoins.

Run  EowmQ TME RO gL G g e I
(th) (NMR) (SEC)

GwD-08 91/1/5 2 2.8 99 8.9 8.5 9.9 115 975

GwD-15  31/1/10 1 0.2 70 2.1 1.9 1.7 1.30 100

GwD-47  31/1/10 3 0.2 92.6 2.8 3.2 3.3 1.19 945

GwD-49  51/1/10 4 0.3 97.2 4.9 5.7 6.5 1.10 100

I and Q correspond respectively to the initiator (allyl bromide) and quencher (piperidine); solvent: ACN
31 My(th) = ([EtOX] x M(EtOXx) x conversion) / [1]
4 determined by '"H NMR

Dialysis performed in water
1: polymerization time

21 MeOx conversion determined by 'H NMR

¢ : End chain functionality
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L’analyse du milieu réactionnel par RMN 'H a permis, comme précédemment, de
déterminer la conversion en monomére a la fin de la polymérisation et la masse molaire
théorique du polymere (Mn ). Les polymeéres sont ensuite purifiés en effectuant une dialyse
contre I’eau. Le spectre RMN *H de la PEtOx GwD-49 purifiée est présenté en Figure 11.5. Les
protons méthylene du squelette du polymere (protons 4 et 5) présentent un signal a 3,42 ppm,
les protons du substituant éthyle des unités de répétition résonnent a 1,0 ppm pour les protons
méthyle (protons 8) et dans la zone 2,1-2,4 ppm pour les protons méthyléne (protons 7). Les
signaux se trouvant a 5,1 et 5,7 ppm correspondent respectivement aux protons insaturés 1 et 2
de I’extrémité de chaine polymére. Ces différents signaux ont été utilisés pour calculer la masse

molaire des polyméres (Mn rmn).

Des ajustements des temps de réaction ont été nécessaires, notamment pour les
homopolymeres GwD-15 et GwD-47. La faible concentration en monomeére ([EtOx] =0,2
mol.I) utilisée dans ces expériences nous a conduits a augmenter le temps de polymérisation
afin de s’approcher d’une conversion totale. Ainsi, 24 h ne se sont pas montrées suffisantes,
puisque seulement 70 % du monomeére a été polymérisé apres ce laps de temps. Il faudra réaliser

la polymérisation pendant 3 jours afin d’obtenir une conversion supérieure a 90 %.
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Figure 11.5 : Spectre RMN *H du polymére GwD-49 dans du CDCl3 a 20 °C.
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Les chromatogrammes CES DMF des polymeres purifiés montrent des signaux
monomodaux avec des dispersités faibles (1,10 a 1,30) et conduisent & des masses molaires en
accord avec les valeurs obtenues par RMN et les valeurs théoriques. Néanmoins, nous noterons
que lorsque la masse molaire augmente, un plus grand écart est observé entre les masses
molaires CES et les masses molaires théoriques ou RMN. Cet écart est surement dd a la

calibration utilisée, qui est une calibration PMMA.

Une analyse MALDI-TOF a été effectuée sur le polymére GwD-15 afin de confirmer la
structure du polymere (Figure 11.6). La population principale correspond a la structure
attendue : polymére amorcé par le bromure d’allyle, terminé par la pipéridine et cationisé avec
Na*. Néanmoins, des populations mineures apparaissent indiquant la présence de réactions
secondaires. Une des populations est notamment issue de réactions de transfert et posséde, ainsi,
un proton et un résidu pipéridine comme extrémités de chaine. Ces populations sont néanmoins
minoritaires puisque les analyses CES donnent des masses molaires proches des valeurs
théoriques. Il est a noter que seules les macromolécules possédant une fin de chaine pipéridine
sont identifiées sur le spectre, ce qui laisse supposer que la présence d’amine tertiaire sur les

macromolécules favorise la désorption.
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Figure 11.6 : (a) Spectre MALDI-TOF du polymére GwD-15 en mode reflectron et (b) zoom
sur la zone 2000 — 2200 m/z.
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[.3. Synthése d’homopolymeéres poly(2-isopropyl-2-oxazoline)s

Les derniers homopolymeéres témoins que nous avons étudiés en vue de synthétiser les
copolymeéres sont les homopolymeres PiPrOx. Ces polyméres sont synthétisés également dans
I’ACN, amorcés par du p-toluénesulfonate de propargyle et terminés par de la pipéridine (GwD-
67 et 72) ou de la morpholine (GwD-110). Ils ont une masse molaire visée de 5,7 kg.mol™. Le
Tableau 11.4 récapitule les conditions de polymérisation et les résultats des analyses des

polymeéres apres purification.

Tableau I1.4 : Synthése de PiPrOx témoins.

Run  IPTOXI Timet T [Prog g Mo M Mg
Q days C mol.L? % (th) (NMR) (SEC)

GwD-67  51/1/10 10 42 15 89 51 5.6 7.0 1.07

GwD-72  51/1/10 2 80 15 99 5.6 5.7 7.5 1.06

GwD-110" 51/1/10 2.7 80 15 100 5.7 55 7.4 1.06

I and Q correspond respectively to the initiator (propargyl p-toluenesulfonate) and quencher (piperidine)
[iPrOx] = 1.5 M in ACN, first dialysis performed in ACN and second dialysis in water
* Quenched by morpholine
1: polymerization time
21 MeOx conversion determined by 'H NMR
31 Mp(th) = ([iPrOx] x M(iPrOx) x conversion) / [1]
4 determined by '"H NMR
5:SEC in DMF ; PMMA standards

Le milieu réactionnel final puis les polymeéres purifiés ont été analysés par RMN H afin
de déterminer successivement la conversion en monomeére, la masse molaire théorique et la
masse molaire RMN. La Figure 11.7 présente le spectre RMN H du polymére GwD-72 purifié.
La conversion est calculée en utilisant les protons méthylene du monomere résiduel dans la
zone 3,7 — 4,0 ppm et les protons méthylene du squelette du polymeére a 3,42 ppm. Pour calculer
la masse molaire du polymere, les protons méthyléne de I’extrémité générée lors de I’amorgage
(protons 3), qui résonnent dans la zone 4,2-4,4 ppm, sont utilisés ainsi que les protons
méthyléne du squelette du polymere a 3,5 ppm (protons 4 et 5). Les protons méthyle du groupe
pendant des unités monomere (protons 8) résonnent, quant a eux, a 1,1 ppm et les protons
méthine (protons 7) vers 2,7-3,1 ppm. Concernant les protons 7, un double signal est obtenu di

a la restriction de rotation démontrée par Winnik.*2

119



Chapitre 2

8
10
9 11
2 > /4\/}@
3 e o on
W{go
8
r\‘l 10
11
440 430  4.20
f1 (ppm) + P
1.65 1.55 1.45
f1 (ppm)

Dzo [ N T . A T
o ™ —
o o Tp] Tp] < N oM
5 4 3 2 1 0
f1 (ppm)

Figure 11.7 : Spectre RMN *H du polymére GwD-72 purifié dans du D20 a 20 °C.

Des réactions de couplage et de transfert au cours de la polymérisation de la 2-isopropyl-
2-oxazoline réalisée a 85 °C ou a 60 °C sont reportées par Park et Kataoka.® Ils réalisent alors
cette polymérisation a 42 °C afin de contrdler les réactions secondaires. Au vu de leurs résultats,
nous avons réalisé la synthése de GwD-67 a 42 °C. La conversion est de 89 % apres 10 jours
de polymérisation avec des masses molaires théorique et RMN en accord. L’analyse par CES
DMF montre un signal monomodal tres étroit et la masse molaire obtenue est Iégerement plus
élevée que les valeurs précédentes, probablement due a I’utilisation d’une calibration PMMA

(Figure 11.8). Ces résultats semblent confirmer 1’absence de réactions secondaires.

Cependant, cette polymérisation étant trés longue (10 jours), la méme polymérisation a
été effectuée a la température habituelle (80 °C) afin de vérifier si le controle de la
polymérisation pouvait tout de méme étre conserve dans nos conditions contrairement a 1’étude
de Park. Ainsi, la synthése GwD-72 réalisée a 80 °C dans les mémes conditions a nécessité 48 h
de polymérisation pour obtenir une conversion totale (soit 5 fois moins de temps que GwD-67
a 42 °C). La masse molaire calculée par RMN *H est en accord avec la valeur théorique. En ce
qui concerne ’analyse par CES DMF, une unique population est observée avec une masse
molaire plus élevée qu’attendue comme observée pour GwD-67. Une dispersité faible est

conservée (Figure 11.8).
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Figure 11.8 : Chromatogrammes des polymeres GwD-67 et GwD-72 par CES DMF.

De plus, le polymere GwD-72 a été analysé par MALDI-TOF afin de confirmer sa

structure. Comme le montre la Figure 11.9, une population majoritaire est obtenue et correspond

au polymeére amorcé par le p-toluenesulfonate de propargyle, terminé par la pipéridine et

cationisé par Na*. Une deuxieme population minoritaire n’a cependant pas pu étre identifiée.

Le contrdle de la polymérisation est conservé en réalisant la polymérisation a 80 °C puisque les

masses molaires RMN, SEC et 1’analyse MALDI-TOF sont en accord avec la théorie. Nous

pouvons donc polymériser 1’iPrOx & 80 °C dans nos conditions.

a)

il

3500 4500

6500 7500

b) s461.004

5574.665

112.6

[

5537.212
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113.4

5650.670
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0
Mass (m/z)

8500 5450
Mass (m/z)
X 47
Calculated 5461.0421
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Structural
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Figure 11.9 : (a) Spectre MALDI-TOF du polymére GwD-72 en mode réflectron et (b) zoom
sur la zone 5450 — 5750 m/z.
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Pour conclure, les syntheses de ces différents homopolymeres ont permis de mettre au
point les conditions expérimentales permettant un contréle de la polymérisation et une
conversion totale des monoméres. Les analyses ont montré que ces polymérisations permettent
la synthese de polymeres ayant la structure souhaitée pour les trois monomeres utilisés (MeOx,
EtOx et iPrOx).

Il. Syntheése de copolymeéres poly(2-oxazoline)s

Gréace aux conditions de synthese déterminées précédemment, la synthése de deux types
de copolymeéres a pu étre réalisée. Ces copolymeres sont composés d’un bloc PMeOx, et d’un
bloc PEtOx ou PiPrOx.

II.1. Synthése des copolymeéres poly(2-méthyl-2-oxazoline)-b-
(2-éthyl-2-oxazoline)s
Des copolyméres PMeOx-b-PEtOx avec différents ratios MeOx/EtOx ont été
synthétisés en amorcant la polymérisation avec du bromure d’allyle et en introduisant
séquentiellement les monomeéres 2-méthyl-2-oxazoline et 2-éthyl-2-oxazoline dans le milieu
réactionnel selon le Schéma 11.3. Ces syntheses sont réalisées dans les conditions habituelles,
soit dans I’acétonitrile a 80°C (chauffage conventionnel) et le ratio MeOx/EtOx est modulé par
la quantité d’EtOx ajoutée au milieu réactionnel. Les conditions de polymérisation ainsi que les

masses molaires des polymeéres obtenus apres purification sont résumées dans le Tableau I1.5

(Les polymeres de ce tableau portent la numérotation utilisée dans la publication).

n/:\ \/(N’\}

ACN 80 °C

HN OY\
- N
- \AN«X ~IN Q

Schéma 11.3 : Synthese des copolymeres PMeOXx-b-PEtOx amorcés par le bromure d’allyle et
terminés par de la pipéridine.
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Tableau I1.5 : Synthese de copolymeres PMeOx-b-PEtOX.

M6 M7
MeOx/ . 2 p3 M* My’ " 1 " -1
Run' EtOx/I/ [MeO?(] [EtO)ﬂ Time MeOx/EtOx kg.mol! kg.mol™! kg.mol De kg.mol D’
mol.L! mol.L"! days % | % (th) (NMR) (SEC (SEC
Q onre DMF) H:0)
35/91/ 3 12.0 12.6
P 1/5 1.5 2.8 (1+2) nd/99.7 (349) (349.6) 12.5 1.3 - -
234/31/ 8 22.7 23.1 124
P, 1/10 1.5 0.197 (543) 98.6/100 (197+3) (20+3.1) (11.310.9) 2.0 173 1.3
p, BV s o313 9 g9sgpy A4 253 127 50 g5 g3

1/10 (5+4) (19.8+4.6) (20+5.3) (11.8+0.7) =

I and Q correspond respectively to the initiator and quencher; numbers noted in brackets characterize each block
(the first number was related to MeOx).

I: polymerizations initiated by allyl bromide and quenched by piperidine in ACN.

: polymerization time

: MeOx and EtOx conversions determined by 'H NMR

: My, (th) = (([MeOxJo x M(MeOx) x pmeox) + ([EtOx]o x M(EtOx) X priox)) / [1]o

: determined by 'H NMR

: SEC in DMF; PMMA standards

: SEC in water; absolute molar masses

P - Y e N N

L’analyse du milieu réactionnel et des polymeéres purifiés par RMN H permet d’obtenir
les taux de conversion des deux monomeres ainsi que les masses molaires de chaque bloc. La
conversion en MeOx et EtOx est déterminée a la fin de la polymérisation de chaque bloc par
comparaison des signaux des protons méthyléne du monomere dans la zone 3,6-4,0 ppm et des
protons méthyléne du squelette du polymeére a 3,42 ppm. On observe des conversions tres
élevées pour la MeOx, ainsi celles-ci sont considérées égales a 100 % lors du calcul de la
conversion en EtOx. La détermination de ces conversions permet de calculer les masses

molaires théoriques des polymeres (Mn th).

Sur le spectre RMN *H du polymére P purifié, présenté en Figure 11.10 (les spectres
RMN de P> et P3 se trouvent en Annexe 11.1), nous pouvons identifier les protons méthylene
du squelette du polymere des unites MeOx et EtOx (protons 4 et 5 et protons 6 et 7
respectivement) a 3,42 ppm. Les protons méthyle des deux motifs de répétition ont des
déplacements chimiques différents, a 2,07 ppm pour MeOx (protons 8) et 1,08 ppm pour EtOx
(protons 10). Les protons allyliques des extrémités de chaine observés entre 5,0 et 6,0 ppm ainsi
que les protons methyle des unités MeOx et EtOx (protons 8 et 10 respectivement) permettent
de calculer les masses molaires des polyméres (Mn rmn). Celles-ci sont comprises entre 12,6 et

25,3 kg.mol et sont en accord avec les valeurs théoriques.
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Figure 11.10 : Spectre RMN *H de P; dans le CDCl3 a 20 °C.

Les trois polymeres synthétisés ont également été analysés par CES dans le DMF et
dans I’eau. Les valeurs des masses molaires obtenues et des dispersités sont données dans le
Tableau I1.5. Pour Py, il n’y a pas eu de prélévement avant 1’ajout du monomere EtOx. C’est
pourquoi uniquement la masse molaire totale du copolymeére a été déterminée. La Figure 11.11
présente les chromatogrammes de chaque copolymere (Py) et du prélevement correspondant au
bloc PMeOx (1 bloc de Px) noté Px-PMeOXx.

En ce qui concerne le copolymere P4, la dispersité est assez faible (P = 1,3) et la masse
molaire (Mn sec) de 12,5 kg.mol™ est proche des valeurs obtenues théoriquement et par RMN
(12,0 et 12,6 kg.mol™ respectivement) suggérant ainsi une polymeérisation controlée.** Pour les
polyméres P> et P3, contenant un taux d’unité MeOx plus élevé, les masses molaires sont plus
faibles que celles attendues avec une dispersité plus large. La trainée visible aux faibles masses
molaires met en évidence la propension a I’adsorption des chaines PMeOx de hautes masses
molaires sur les colonnes chromatographiques, ce qui explique ces résultats (phénoméne
précédemment observé pour les homopolymeres PMeOx). Néanmoins, un déplacement des
chromatogrammes des copolymeres P2 et P3 vers les hautes masses molaires par rapport aux
homopolymeres correspondants (P2-PMeOx et P3-PMeOx) est observé et est en accord avec

I’ajout du bloc PEtOx sur le premier bloc PMeOx.
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Figure 11.11 : Chromatogrammes obtenus par SEC DMF des copolymeéres (a) P1, (b) P2 et (c)
P3 avec les prélevements Po-PMeOx et P3-PMeOx.

Une caracterisation a également été effectuée par CES dans 1’eau pour les copolymeéres
P2 et Ps afin de s’affranchir de 1I’adsorption suspectée des chaines PMeOx sur les colonnes de
chromatographie de la CES DMF. Comme nous pouvons le voir sur la Figure 11.12, chaque
chromatogramme est monomodal et étroit dans ces conditions d’analyse (P = 1,3). De plus, les
masses molaires (17,3 kg.mol™ pour P; et P3) sont plus en accord avec les valeurs théoriques
(22,7 et 24,4 kg.mol™?) et celles obtenues par RMN (23,1 et 25,3 kg.mol™).
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Figure 11.12 : Chromatogrammes obtenus par CES aqueuse des copolymeéres (a) P2 et (b) Pa.
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I1.2. Synthése des copolymeéres poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-

b-(2-méthyl-2-oxazoline)s
Tout d’abord, un polymére PMeOx-b-PiPrOx (P4) a été synthétisé sur le méme principe
que les copolymeres PMeOx-b-PEtOx avec un ajout sequentiel des deux monomeéres (1°
monomeére : MeOXx, 2™ monomeére : iPrOx). Ce polymére a été amorcé par du bromure d’allyle
et terminé par de la pipéridine (Tableau 11.6). Cependant, des analyses par CES DMF (Figure
11.13) et par RMN DOSY ont montré la présence de deux populations, 1’une correspondant au

copolymere visé et I’autre & de I’homopolymére PiPrOx.

Refractive index

24 26 28 30 32 34
Retention Volume (ml)

Figure 11.13 : Chromatogrammes obtenus par CES DMF du polymere P4 dialysé contre
I’acétonitrile (D1) et dialysé contre d’eau (D2).

Deux coefficients de diffusion ont été mesurés par RMN DOSY, notamment pour les
protons des unités iPrOx, dont la proportion est minoritaire dans le copolymeére. A titre
d’exemple, la décroissance du logarithme de I’intensité des protons méthyle des motifs iPrOx
en fonction de y°g®5%(A-8/3) est présenté a la Figure 11.14. En se basant sur I’équation de
Stejskal-Tanner, ce graphe met en évidence 2 pentes, soit 2 objets diffusants ayant comme
coefficient de diffusion : D1 =1,27.10° cm?.s? et D,=7,9.107 cm?.s%. Par ailleurs, nous avons
montré précédemment que la terminaison des chaines polymere par la 1-(2-
propynyl)pipérazine, I’agent de terminaison portant une triple liaison, ne permet pas de
fonctionnaliser les chaines polymeére dans nos conditions opératoires. Pour ces deux raisons,
I’ordre d’introduction des 2 monomeéres dans le milieu réactionnel a été inversé pour les
polymeérisations suivantes et un amorcage par le p-toluenesulfonate de propargyl a été effectue.
La triple liaison terminale devant servir a introduire une molécule de ciblage sur le vecteur, ce

groupement doit impérativement se situer a I’extrémité du bloc PiPrOx. Cette nouvelle stratégie
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présente également 1’avantage de visualiser plus aisément par CES le déplacement du
chromatogramme apreés la polymérisation du 2" bloc PMeOX, car celui-ci posséde une masse
molaire plus élevée.

v°g%6%(A-6/3)

0,0E+00

0,04+00 2,0E+10 4,0E+10
-1,0E+09

y =-0,1268x - 1E+09

-2,0E+09 2-0,9973

-3,0E+09 H

10°In |

y =-0,079x - 2E+09

-4,0E+09 + R =0,9959

-5,0E+09 -

-6,0E+09 -

Figure 11.14 : In 1 versus y2g%6%(A-5/3) pour les protons méthyle des unités iPrOx situés entre
1,21 et 1,03 ppm (y : rapport gyromagnetique, g : intensité du gradient de champ, 6 : durée du
gradient, A : temps entre 2 pulses de gradient) ; copolymeére (Pa).

Ainsi, des copolymeres poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-b-(2-méthyl-2-oxazoline)s ont
été synthétisés selon le Schéma I1.4. Différents ratios iPrOx/MeOx ont été utilisés en
conservant la méme quantité de 2-isopropyl-2-oxazoline. Les polymeres sont composés d’un
premier bloc PiPrOx de masse molaire cible 5,7 kg.mol et d’un second bloc PMeOx dont la
masse molaire cible est comprise entre 10 et 30 kg.mol™. Les polyméres ont été amorcés par du

p-toluene sulfonate de propargyle et terminé par de la pipéridine ou de la morpholine.
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Schéma 11.4 : Synthese des copolymeres PiPrOx-b-PMeOx.

Toutes les polymérisations sont réalisées a 80 °C avec une concentration constante en
monomere de 1,5 mol.L? (de 1’acétonitrile est ajouté avec le second monomére pour conserver
cette concentration). Avant 1’ajout du second monomeére ainsi qu’a la fin de la

copolymérisation, un prélévement du milieu réactionnel est effectué et analysé par RMN H
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pour déterminer la conversion de chaque monomere puis la masse molaire théorique de chaque
bloc. Les conditions expérimentales et les analyses des polymeéres sont résumées dans le
Tableau I1.6. Les masses molaires des copolymeéres calculées par RMN et CES sont données

apres purification.

Tableau 11.6 : Synthése de copolymeres PiPrOx-b-PMeOXx.

O Time' . P, M, M, M, M,
Run' iPrOx/MeOx/1/Q mol.L” dl:;; iPrOx/MeOx kg.mol'l kg.mol_l kg.mol_l p’ kg.mol" pt
’ %o (th) (NMR) (SEC DMF) (SEC H,0)
9 23.7 15.8 182 18.6
Po SU2AN0 O3S gy T2IB3 410 06) (3.0+12.8) 40+142) 0 (11175 4
9 35.2 26.1 26
P, 51/352/1/10 LS gapy OBI98S s 006 @aialg) (119 146 254 1.19
7 25.7 22.1 212
P
. 51/235/1/10 LS oy 1007100 &0 4717.4) (T4 14 19.6 1.14
6 25 17.7 21
P . -
, 51/235/1/10 LS grgy 1001966 5203 37414) (68r142) 140
6 15.7 13.7 17.6
P
s 51/118/1/10 S a4y 10071000 oD sk g3ii03) 128 16.1 1.07

I and Q correspond respectively to the initiator and quencher; the numbers noted in brackets characterize each
block (the first number was related to iPrOx).

I: Polymerizations initiated by propargyl p-toluene sulfonate and quenched by morpholine, except for Ps where
piperidine was used

2: [iPrOx]o = [MeOx]o = 1.5 mol.L"!' except for P4 where [iPrOx]o = 0.3 mol.L"! and [MeOx]o= 1.5 mol.L"! (solvent:
ACN)

: polymerization time

: iPrOx and MeOx conversions determined by '"H NMR

: M, (th) = (([iPrOx]o x M(iPrOx) x pirrox) + ([MeOx]o x M(MeOx) % pmcox)) / [1]o

: determined by 'H NMR

: SEC in DMF, PMMA standards

: SEC in H,0, Triple (RI/LS/viscosimetric) detector, M-S

0 N N wn W

La Figure 11.15 présente le spectre RMN *H du copolymeére Pg (les autres spectres RMN
sont présentés en Annexe 11.2). Le signal correspondant aux protons méthyléne des unités
iPrOx et MeOx (protons 4 et 5 et protons 6 et 7 respectivement) apparait a 3,42 ppm, tandis que
les protons méthyle des motifs iPrOx et MeOx résonnent respectivement a 1,12 ppm (protons
9) et 2,13 ppm (protons 10). Les protons méthine des iPrOx ont un déplacement chimique
compris entre 2,7 ppm et 3,1 ppm (protons 8). Les masses molaires RMN des polymeres sont
calculées en considérant les protons méthylene des extrémités de chaine (protons 3 en alpha de
la triple liaison), dont le deplacement chimique se situe entre 4,2 et 4,4 ppm, et les protons
méthyle des unités iPrOx et MeOx (protons 9 et 10 respectivement). Néanmoins, I’intégrale du
signal corrélé aux protons 3 est parfois impactée par le signal voisin correspondant aux protons
méthyléne des unités iPrOx et MeOx. Cela explique la différence entre certaines valeurs

théoriques et RMN en particulier pour les plus hautes masses molaires. Les conversions des
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deux monomeres ont été calculées en se basant sur le signal des protons méthylene des
monomeres résiduels situé entre 3,6 et 4,0 ppm et le signal des protons méthyléne du squelette
du polymeére & 3,6 ppm lors de I’analyse par RMN *H des milieux réactionnels.

10
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Figure 11.15 : Spectre RMN H du copolymére Ps dans D20 a 20 °C.

Les masses molaires des copolymeres ont été déterminées par CES DMF et varient de
17,6 4 26 kg.mol™ avec une dispersité comprise entre 1,28 et 1,46. Ces valeurs augmentent avec
la quantité de MeOx mais restent, néanmoins, inférieures aux valeurs théoriques attendues.
Comme précédemment suggéré, 1’adsorption des blocs PMeOx de hautes masses molaires sur
les colonnes de la CES serait a I’origine de ces valeurs plus faibles. La Figure 11.16.a présente
les chromatogrammes du copolymeére Ps et du bloc PiPrOx (avant 1’addition du deuxiéme
monomere) obtenus par CES DMF. Ici encore, une large trainée est observée. Cependant, le
déplacement du chromatogramme vers les hautes masses molaires montre 1’addition du second
bloc, PMeOx, sur toutes les chaines PiPrOx. Pour confirmer cette interprétation, les
copolymeéres ont également été caractérisés par SEC aqueuse. Comme nous pouvons le voir sur
la Figure 11.16.b, le chromatogramme du copolymére est monomodal et étroit dans ces
conditions d’analyses ; des resultats similaires sont obtenus pour les autres copolyméres (b =
1,07 a 1,19). Toutefois, les valeurs des masses molaires sont similaires quelles que soient les

conditions d’analyses par CES (DMF ou H20). En ce qui concerne les chromatogrammes des
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blocs PiPrOx par CES aqueuse, deux pics apparaissent systématiquement dd a 1’agrégation
partielle des chaines a la température d’analyse (35 °C), cette température étant proche de la
LCST de I’homopolymére (= 45 °C). Nous observons, tout de méme, un déplacement du
chromatogramme vers les masses molaires plus élevées aprés la polymérisation du second bloc
comme dans le cas de la CES DMF.

A

a) T— — piprox '— — PiPrOXx —— PiPrOf-b-PMeOx

PiPrOx-b-PMeOx

o
-

Refractive index
Refractive index

1 1 T T T T T 1
24,50 26,50 28,50 30,50 32,50 34,50 13,00 7,00 25,00 29,00
Elution volume (mL) Elution volume~(mL)

Figure 11.16 : Chromatogrammes du copolymere Pg et du préléevement PiPrOx obtenus par
CES (a) DMF et (b) aqueuse.

Le copolymeére Ps a également été caractérisé par RMN DOSY afin de confirmer sa
structure. Comme le montre la Figure 11.17, quel que soit le signal considéré, un unique
coefficient de diffusion égal a (3,30+0,3).10** m?.s™ est obtenu. Ce résultat indique que les
protons appartenant aux unités iPrOx et MeOx diffusent a la méme vitesse en solution. La masse
molaire du bloc PMeOx étant bien plus élevée que celle du bloc PiPrOx, cette analyse confirme
la structure du copolymere Ps. Dans le cas d’un mélange d’homopolymeéres, deux coefficients
tres distincts auraient été observés. De plus, la faible valeur de 1’écart type et les décroissances
monoexponentielles observées pour tous les signaux démontrent que les coefficients de
diffusion sont monodisperses. La Figure 11.18 présente par exemple cette décroissance pour le
signal des protons méthyle des unités iPrOx. Ainsi I’échantillon est homogéne et bien défini.
Cela conforte I’hypothése de I’adsorption du bloc PMeOx de haute masse molaire sur les
colonnes de la CES DMF.

130



Chapitre 2

10 9 r1E-04

5
, 7

5 6
3 n i - 1E-05
13
© 12
9

r1E-06

f1 (ppm)

f2 (ppm)
Figure 11.17 : Spectre RMN DOSY du copolymere Ps dans D20 a 25°C.
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Figure 11.18 : In I versus y?g®5%(A-8/3) pour les protons méthyle des unités iPrOx situés entre
1,21 et 1,03 ppm ; copolymere (Ps).

Pour conclure, la synthese de deux types de copolymeéres a blocs poly(2-oxazoline)s a
été menée avec succes. Ces copolymeres présentent un bloc PMeOx et un bloc PEtOx ou
PiPrOx et comportent différents ratios MeOx/EtOx ou MeOx/iPrOx. La différence
d’hydrophilie entre les deux monomeres de chaque copolymere permet alors d’envisager une

hydrolyse sélective des motifs dans le but d’obtenir les copolyméres PEI-b-POx souhaités.
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Partie Il. Synthese des copolymeres a blocs PEI-b-POx

I Hydrolyse des homopolymeéres

Avant de nous intéresser a I’hydrolyse des copolymeéres, nous avons réalisé 1I’hydrolyse
de différents homopolymeres, principalement des PMeOx, dans le but de déterminer des

conditions permettant une hydrolyse supeérieure a 95 % des motifs MeOXx.

[.1. Hydrolyse des homopolymeéres témoins des PMeOx-b-

PEtOx

Tout d’abord, les homopolymeres témoins des copolymeres PMeOx-b-PEtOx ont été
hydrolysés. L hydrolyse d’une PMeOx d’une part (GwD-05) et d’une PEtOx (GwD-16) d’autre
part, ont été réalisées par voie basique en s’inspirant des travaux de Brissault et al.* Ces
conditions utilisées au laboratoire ont été appliquées aux deux homopolymeres. Les conditions

des réactions réalisées et les résultats obtenus sont répertoriés dans le Tableau 11.7.

Tableau 11.7 : Hydrolyses basiques d’homopolymeres POXx pour la synthése de PEI témoins.

Polymer  Polymer My! - T [UnitOx] Hydrolysis
Run used type  kgmot OYOH - n g7 %
GwD-05 PLL 13 PMeOx 15.5 1/2.1 46 0.852 97
GwD-16 GwD-08 PEtOx 9.9 1/2.1 47 0.852 3

1. Molar mass of the initial polymer (before hydrolysis)

Les polyméres ont été analysés par RMN ‘H aprés purification par dialyse contre I’eau
afin de déterminer les taux d’hydrolyse. Le spectre RMN *H du polymére purifié¢ GwD-05 est
présenté a la Figure 11.19.
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Figure 11.19 : Spectre RMN *H de GwD-05 dans MeOD a 20 °C.

En calibrant le spectre avec les protons allyliques (protons 1 et 2), les intégrales des
signaux corrélés aux motifs MeOx résiduels (protons 4, 5 et 6) et aux motifs El (protons 7 et 8)
se sont révélées beaucoup plus élevées qu’attendues. Ce résultat a été attribué a une hydratation
de la double liaison des extrémités de chaine lors de 1’étape d’hydrolyse. A noter que la teneur
en doubles liaisons allyliques dans les POXx, avant la réaction d’hydrolyse, était cohérente aux
valeurs attendues puisque les masses molaires RMN des polymeéres calculées sur la base de ces
signaux coincidaient avec les masses molaires théoriques. Ainsi, la double liaison ne semble

pas stable lors de la réaction d’hydrolyse.

Néanmoins, le taux d’hydrolyse peut étre déterminé par comparaison des signaux des
protons méthyléne des unités MeOx non hydrolysées (protons 4 et 5) et des protons méthyléne
des unités MeOx hydrolysées (protons 7 et 8). En posant p le taux d’hydrolyse, ’intégrale du
signal entre 3,4 et 3,7 ppm correspondant aux protons 4 et 5 est proportionnelle a 4H x (1-p) et
I’intégrale du signal entre 2,5 et 3 ppm correspondant aux protons 7 et 8 est proportionnelle a
4H x p. Ainsi, ’Equation 1.1 peut étre écrite. Cette méthode de calcul sera utilisée lors de
I’hydrolyse d’homopolyméres, quel que soit leur nature chimique. Il est a noter que la réaction

de déacylation se fait statistiquement le long de la chaine polymere. Il en résulte un copolymere
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statistique. Si la proportion d’une des 2 unités est trés minoritaire, la structure du copolymere

est alors tres proche de celle d’un homopolymeére.

Ija-5) @ 4% (1 —p)
Iyiz7-gy © 4p

I'y7-8)

Equation 11.1 Soitp = I'yi7-8) + I H(4-5)

Dans le cas de GwD-05, ces conditions permettent d’hydrolyser 97 % des motifs MeOXx,
alors que pour GwD-16, un trés faible taux d’hydrolyse est obtenu (3 %). Cette sélectivité est
en lien avec de précédentes études. Par exemple, Tanaka et al.®® ont étudié I’hydrolyse basique
d’un homopolymére PPhOx qui ne fut pas concluante. D’autre part, 1’hydrolyse basique de

PEtOXx dans ces conditions a, également, été étudiée par Plet et al.*® mais ne fut pas satisfaisante.
Dans notre étude, la sélectivité observée permet d’envisager une hydrolyse sélective des

copolymeéres PMeOx-b-PEtOX.
[.2. Hydrolyse des homopolyméres PMeOx témoins des

PiPrOx-b-PMeOx

Les hydrolyses des PMeOx correspondant aux copolyméres PiPrOx-b-PMeOx
synthétisés, ont été réalisées par voie acide dans I’eau. Les conditions expérimentales et les

résultats sont présentés dans le Tableau 11.8.

Tableau 11.8 : Hydrolyse des PMeOx témoins des copolymeres PiPrOx-b-PMeOx.

Run Polymer used ) ;.‘rl:;'l —— "rl]“ [Ur:oilt. E)‘lX] Hydf;:l}’Sis
GwD-132 GwD-84 30 1/9 16.5 0.48 96.2
GwD-137 GwD-133 20 1/9 16.5 0.48 95.6
GwD-138 GwD-134 10 1/9 16.5 0.48 94.8

- Molar mass of the initial polymer (before hydrolysis)

Ces hydrolyses réalisées dans des conditions connues au laboratoire!” ont permis la
déacylation de plus de 95 % des unités MeOx. Des polymeéres IPEI comportant peu d’unités

MeOx residuelles sont ainsi obtenus. Les masses molaires des polymeres initiaux ne semble
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pas impacter I’hydrolyse des unités MeOx, méme si I’on note la présence systématique d’unités

non hydrolysées sur tous les polymeres utilisés.

Les polymeres utilisés dans cette étude sont amorcés par le p-toluéne sulfonate de
propargyle portant une triple liaison. La stabilité de cette triple liaison pendant la réaction
d’hydrolyse a, donc, été étudiée. Notons que Grayson et coll.!8 ont hydrolysé par catalyse acide
des PEtOx amorces également par le p-toluéne sulfonate de propargyle. Ils ont démontré par
RMN H que le signal corrélé a la triple liaison persistait aprés la réaction d’hydrolyse
cependant aucune quantification des signaux n’est discutée. Les protons méthyléne en o de la

triple liaison présentent un signal a 4,1 ppm avant hydrolyse puis a 3,8 ppm apres.

Ainsi, afin de vérifier ces résultats, les polymeres GwD-132, GwD-137 et GwD-138 ont
été analysés par RMN *H apreés purification par dialyse contre 1’eau. La Figure 11.20 présente
le spectre RMN *H du polymére GwD-137.
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Figure 11.20 : Spectre RMN *H du polymére GwD-137 dans D20.

Cependant, lors de nos réactions d’hydrolyse, la déacylation des MeOx n’étant pas de
100 %, le signal des protons en o de la triple liaison (protons 3) n’est pas isolé sur le spectre

RMN *H du polymére hydrolysé. Afin de confirmer la stabilité de la triple liaison dans nos
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conditions d’hydrolyse, une analyse par RMN HSQC sur une PMeOx avant et apres hydrolyse
est alors réalisée. Les spectres 2D correspondant aux polyméres GwD-133 et GwD-137
(hydrolyse de GwD-133) sont présentés a la Figure 11.21 a et b. Les protons 3 du polymere
GwD-133 ayant un signal vers 4,25 ppm et les carbones 3 se trouvant dans la zone entre 40 a
45 ppm, le couplage C-H est visible en HSQC. Aprés hydrolyse, sur le spectre RMN H du
polymere GwD-137, un signal isolé des protons 3 n’étant pas identifiable, la RMN HSQC nous
apporte 1’information nécessaire : un couplage C-H est présent avec un signal dans la zone 38
a 46 ppm en carbone et dans la zone 3,7 a 3,75 ppm pour le proton correspondant au couplage
entre le carbone 3 et le proton 3 comme attendu. Ces résultats sont en accord avec les travaux

de Grayson et coll.!® ainsi qu’avec les simulations RMN 13C présentes en Annexe 11.3.
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Figure 11.21 : Spectres RMN HSQC des polymeéres (a) GwD-133 et (b) GwD-137 dans D20.

Ainsi, I’hydrolyse acide de ces homopolyméres PMeOx permet une déacylation
Supérieure a 95 % ainsi qu’une conservation de I’extrémité de chaine alcyne. Néanmoins, il n’a

pas été possible de les quantifier.

Pour conclure, les hydrolyses des homopolymeres poly(2-oxazoline)s témoins ont
permis de valider des conditions opératoires susceptibles de conduire & une hydrolyse sélective
des copolymeres. Cette étude a également mis en évidence ’instabilité de la double liaison
terminale des polymeéres dans les conditions d’hydrolyse utilisées. Pour les polymeres portant
une triple liaison terminale, la conservation de la fonction alcyne a pu étre démontrée sans
pouvoir la quantifier. Neanmoins, celle-ci sera disponible pour une post-fonctionnalisation des
chaines polymeére. De plus, les PEI synthétisées dans cette étude seront utilisées dans les tests
biologiques pour visualiser I’intérét de la structure des copolymeéres PEI-b-POx dans le transfert

de génes.
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Il. Hydrolyse des copolymeéres poly(2-méthyl-2-oxazoline)-b-(2-

éthyl-2-oxazoline)s

Dans le but d’obtenir des copolymeres PEI-b-PEtOx, une hydrolyse sélective des
polymeéres PMeOx-b-PEtOx doit étre opérée. Une auto-organisation des polymeres en solution
est alors nécessaire, comme présentée dans le Schéma I1.1. C’est pourquoi, avant de réaliser
I’hydrolyse des polyméres, leur caractére thermosensible sera d’abord étudié. Puis, ces
polyméres seront hydrolysés par voie acide ou basique dans le but d’obtenir une hydrolyse la
plus sélective possible.

II.1. Thermosensibilité des copolymeéeres PMeOx-b-PEtOx

L’agrégation du copolymeére en solution a haute température est une propriété
importante dans cette étude. La formation de micelles avec un cceur PEtOx et une couronne
PMeOx a haute température avant 1’ajout d’HCI ou de NaOH doit préserver le bloc PEtOx de
I’hydrolyse (Schéma 11.1). Un second point important est 1i¢ a 1’application visée : les
copolymeéres a blocs double hydrophiles PEI-b-PEtOx doivent étre solubles en solution aqueuse

a température ambiante mais également a la température corporelle.

Les PEtOx ayant une LCST de I’ordre de 70 °C et les PMeOx étant totalement solubles
dans I’eau, les copolymeéres PEtOx-b-PMeOx devraient avoir une température de transition de
phase autour de 70 °C, avec des fluctuations, en fonction du ratio EtOx/MeOx et de la masse
molaire du copolymére. Ainsi, une analyse par nano-DSC a été réalisée afin de déterminer la
température de transition de phase des copolymeres synthétisés en utilisant la méme
concentration en polymere que lors d’une réaction d’hydrolyse ([unités Ox] = 0,48 M). P1 n’a
pas été analysé car le bloc PMeOx est trop court pour une application en thérapie génique. P2
et P3 ont, quant a eux, été analysés et les thermogrammes obtenus sont présentés en Figure
11.22. Cependant, aucune transition de phase n’a été observée pour les deux copolymeres sur la
gamme de température étudiée (5 °C - 130 °C). Pour conclure, les copolymeres PEtOXx-b-
PMeOx synthétisés ne possédent pas de propriétés thermosensibles, probablement di au fait

que la partie hydrophobe n’est pas assez importante par rapport a celle hydrophile.
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Figure 11.22 : Analyse par nano-DSC des copolyméres PMeOx-b-PEtOx P2 et Ps avec [unités
Ox] = 0,48 M dans I’eau. Rampe de 5°C a 130 °C, vitesse 1 °C.min.

I1.2. Hydrolyse basique ou acide des copolymeres PMeOx-b-

PEtOx

Malgré 1’absence d’auto-organisation lors du chauffage des solutions de copolyméres,
des expériences d’hydrolyse ont été réalisées. Hoogenboom et coll.” ont mis en évidence une
certaine sélectivité lors de I’hydrolyse acide de copolyméres PMeOxso-b-PEtOXso. La
sélectivité varie selon le solvant utilisé et décroit drastiquement avec le degré d’hydrolyse des
unités MeOx au cours de la réaction. Par exemple, dans un milieu éthanol-eau (80/20 v/v), les
unités MeOx sont 13 fois plus hydrolysées que les unités EtOx au début de la réaction, ¢’est-a-
dire quand le taux d’hydrolyse des unités MeOx est de 30 %. Cette valeur diminue a 3 pour un
degré d’hydrolyse des MeOx de 70 %. Le but de notre étude, ici, est de déterminer des
conditions permettant d’obtenir la meilleure sélectivité possible avec un degré d’hydrolyse des
unités MeOx supérieur a 95 % pour les différents copolymeéres synthétisés. Les copolymeres P>
et Pz ont un taux d’unité MeOx plus élevé (88,3 % et 82,1 % respectivement) que celui étudié
par Hoogenboom et coll. 1l est intéressant d’évaluer les degrés d’hydrolyse des deux blocs
lorsque la réaction est réalisée sans auto-organisation du bloc hydrophobe. Deux types
d’hydrolyse ont été étudiés ici: par voie basique ou par voie acide (Schéma I1.5). Les

conditions d’hydrolyse testées et les résultats obtenus sont reportés dans le Tableau 11.9.

OY\ OY\
OH" H
\/\iN/\,]jN\/‘];,O —>°r " \/%H/\* stat(\N/\%kN\/}\stat/éN\/\)\}N
Ao /l\o n mO
Schéma 11.5 : Synthése des copolymeéres PEtOx-b-PEI.
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Tableau 11.9 : Synthese de PEtOx-b-PEI.

Polymer M,! M.! .e Time H* or OH" MeOx . EtOx .

Run MeOx EtOx Conditions Solvent . Hydrolysis Hydrolysis

used (kg.mol!) (kg.mol™) () /unit” (%) (%)
H r11 Basic H,O 48 2.1 Insoluble
Hp1-2 Basic H,O 72 2.1 Insoluble
Hpis3 Acid H,O 16 9.1 100 100
Hepi4 : ’ ’ Acid H,O 16 6.6 64.2 78.5
Hris Acid HO 16 4 ~ 100
Hp1-6 Acid H,O 16 2 No hydrolysis
H p21 Basic H,O 48 1 Insoluble

P> 20 3
H 22 Acid EtOH/H.0 8/2 24 6.6 85 68,3
H p3.1 Acid PrOH®H,0 8/2 24 6.6 98 100
Hp3-2 Acid DCM/H0 82 24 6.6 96 84
H 33 Acid EtOH/H,0 82 10 6.6 82.5 53.9
awe BM S NemmOm M o %«
Hpss Acid Prdi(er;]/:ICle 82 g 6.6 gg 565 67
H p3-6 Acid  PrdiOHYH,O0 872 6 6.6 55 18
"Mt

3 MeOx + EtOx units
 PrOH = 1-propanol
9 PrdiOH = 1,2-propanediol

Au vu de la sélectivité obtenue sur les homopolyméres PMeOx et PEtOx par voie
basique (97 % et 3 % d’hydrolyse respectivement), des hydrolyses par cette voie ont été
réalisées sur les copolymeéres P1 et P2 (Hp11, Hp12 et Hp2.1), cependant ces expériences ont
conduit a la formation de produits insolubles. Ce phénoméne a également été observé au
laboratoire pour d’autres réactions. C’est pourquoi, la voie acide a été, par la suite, plus

largement étudiée.

Les essais d’hydrolyse acide du copolymere P1 montrent majoritairement 1’absence de
sélectivité, bien que nous observions pour la réaction Hpi.4 une légéere sélectivité en faveur de

EtOx, contraire a ce que 1’on attend.

En ce qui concerne I’hydrolyse du copolymére Pz (Hps-3), la réaction a été réalisee dans
un mélange EtOH/H20 (80/20 v/v) et plusieurs prélevements ont été effectués au cours du
temps afin de suivre la réaction. Tous les prélévements sont purifiés par dialyse contre 1’eau,

séchés par lyophilisation puis analysés par RMN *H dans D2O. La superposition des différents
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spectres RMN H permet de voir la modification des signaux au cours du temps ainsi que
I’apparition des signaux correspondant aux motifs éthylenimine dans la zone 2,75-3,5 ppm

(Figure 11.23). L attribution des différents protons est indiquée précisement sur la Figure 11.23.
La modification chimique du copolymere se fait statistiquement le long de la chaine polymere.

11

(o)

1 3 4 5) stat 6 T\I/S\glz 13
\/\BN/\%“%N UN-ETRN s
2 H X /g n-x m 15

10 o

Hydrolysis time D,0 8-9+6-7 [/|4-5 . 10+11 :
8h20 I L j i
6h40 L ":' ‘:"::I",::-:: ‘:'I:' :.':: ;i:'
3h20 i :.':'
1h40 :.':,
Oh .'I,’

45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0

f1 (ppm)

T
5.0

Figure 11.23 : Superposition des spectres RMN *H du copolymére Ps hydrolysé a différents

temps de réaction (réaction Hpz-3).
Pour effectuer le calcul des taux d’hydrolyse ainsi que des masses molaires de chaque

bloc, les pourcentages d’unités MeOx et EtOx dans le copolymere avant et pendant la réaction

sont calcules. Les taux d’hydrolyse de chaque unité et I’hydrolyse totale sont ainsi obtenus pour
chaque prélevement (les détails des calculs sont donnés en Annexe 11.4). Les résultats sont
présentés sur la Figure 11.24.a. La désacylation des deux types d’unités (MeOx et EtOx) est

observée montrant que la micellisation des copolymeéres n’a pas lieu lors de I’étape de
chauffage. Les deux blocs sont donc accessibles pendant 1’hydrolyse, néanmoins, un degré

d’hydrolyse plus élevé est observé pour les unités MeOx.
Pour les copolyméres P» et Ps, différents tests ont été réalisés en utilisant des conditions

similaires a celles utilisées par Hoogenboom mais en modifiant les solvants et les temps de
réaction. Une seélectivité apparait pour quelques expeériences, les unités MeOx eétant plus

hydrolysées que les unités EtOx. Afin de faciliter la comparaison des différents essais réalisés,
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un graphique représentant le rapport entre le nombre d’unités MeOx hydrolysées et le nombre
d’unités EtOx hydrolysées en fonction du taux d’hydrolyse de MeOx est présenté en Figure
11.24.b. Sur ce graphique, un bon résultat correspond a un rapport d’hydrolyses MeOx/EtOx
¢levé combiné a un haut taux d’hydrolyse de MeOx (> 95 %).
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Figure 11.24 : (a) Cinétique d’hydrolyse de la réaction Hps3 et (b) rapport d’hydrolyses
MeOXx/EtOx en fonction du degré d’hydrolyse de MeOx.

Ainsi, la meilleure sélectivité est observée pour I’expérience Hps.s réalisée dans un
mélange 1,2-propanediol/H20 (80/20 v/v) avec 6,6 équivalents d’acide par unité oxazoline
puisque la sélectivité est de 14. Cela signifie que 14 unités MeOx sont hydrolysées pour une
unité EtOx hydrolysée. Cependant, le degré d’hydrolyse de MeOx reste faible (55 %). Le
spectre RMN de cette réaction Hpz¢ est présenté en Annexe 11.5 .

Pour quelques expériences, un taux d’hydrolyse proche de 100 % est obtenu, par
exemple pour Hpz-1 et Hps-2, mais la sélectivité diminue fortement, 4,5 et 5,2 respectivement,
indiquant une hydrolyse des motifs EtOx elevée. L’expérience Hpss réalisée dans une solution
propanediol/H20 (80/20 v/v) saturée en NaCl pendant 6 h donne des résultats intéressants. En
effet, le degré d’hydrolyse de MeOx est assez élevé (> 90 %) et celui d’EtOx ne dépasse pas
55,7 %. Hp2-> montre une sélectivité élevée, autour de 10, méme si le taux d’hydrolyse de MeOx

est plus faible que souhaité.

Pour conclure sur I’hydrolyse des copolyméres PMeOx-b-PEtOx, une sélectivité
partielle est observée puisque les unites MeOx sont plus hydrolysées que celles EtOx. Comparés
aux résultats de Hoogenboom, une selectivité légerement plus élevée est obtenue avec un
copolymeére contenant un bloc PMeOx plus important et en réalisant la réaction d’hydrolyse
dans un mélange 1,2-propanediol/H20 (80/20 v/v). Ce meilleur résultat est probablement di a

I’utilisation d’un alcool plus hydrophobe.
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lll. Hydrolyse des copolymeéres poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-b-(2-

méthyl-2-oxazoline)s

III.1. Thermosensibilité des copolymeres PiPrOx-b-PMeOx

De la méme fagon que pour les copolyméres PMeOx-b-PEtOX, la thermosensibilité des
copolymeres PiPrOx-b-PMeOx a été évaluée avant de réaliser les expériences d’hydrolyse. Les
PiPrOx ayant une LCST autour de 40 °C, une température de transition de phase supérieure a
40 °C est attendue pour les copolymeéres. Une analyse par nano-DSC a été réalisée avec le
copolymeére Pg en utilisant la méme concentration que pour les réactions d’hydrolyse soit 0,48
mol.L ™ en unités oxazoline. L analyse met en évidence un signal a 55 °C suggérant la déplétion
des molécules d’eau du bloc PiPrOx dans les micelles PiPrOx-b-PMeOx au-dessus de cette

température (Figure 11.25). Des copolymeéres thermosensibles ont donc été synthétisés.

Temperature (°C)
0 20 40 60 80 100

0 1 1 1 1

kJ/mol.K

-8 A

— P

-10

Figure 11.25 : Analyse par nano-DSC du copolymeére PiPrOx-b-PMeOx Pg avec [unités Ox] =
0,48 M dans I’eau. Rampe de 5°C a 100 °C, vitesse 1 °C.min™.

II1.2. Hydrolyse acide des copolymeres PiPrOx-b-PMeOx

Gréace aux proprietés thermosensibles de ces copolymeéres, les réactions d’hydrolyse ont
été étudiées dans le but d’obtenir une sélectivité compléte de la réaction conduisant aux DHBCs
PiPrOx-b-PEI cibles. Tout d’abord, les conditions opératoires préalablement optimisées pour
les copolymeres PMeOx-b-PEtOx ont été utilisées pour hydrolyser les copolymeres PiPrOx-b-
PMeOx, en particulier les conditions de Hp.-2 ont été appliquées. Un mélange EtOH/H20 (80/20
v/Vv) avec une concentration en unités oxazoline de 0,48 M et 6,6 équivalents d’HCI par unité

Ox a donc eté utilisé (Schéma 11.6).
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Schéma 11.6 : Synthése des copolymeéres POx-b-PELI.

Pour chaque copolymere, des prélévements sont effectués au cours du temps pour suivre
la réaction, sauf pour Hp7 puisque Ps et P7 ont la méme composition. Tous les prélevements ont
¢été purifiés par dialyse contre I’cau, séchés par lyophilisation et analysés. La Figure 11.26
présente la superposition des spectres RMN *H du copolymeére Ps hydrolysé a différents temps
d’hydrolyse. Les signaux attribués aux unités éthylénimine dont 1’intensité augmente avec le
temps apparaissent dans la zone 2,7-3,4 ppm, parallélement les signaux des protons méthyle
des unités MeOx a 2,2 ppm diminuent. Le signal correspondant aux protons méthyle des unités

iPrOx a 1,1 ppm ne change pratiquement pas.
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Figure 11.26 : Superposition des spectres RMN *H du copolymére Pg hydrolysé a différents
temps de réaction (réaction Hpe).

Le taux d’hydrolyse de chaque unité ainsi que le taux d’hydrolyse total (MeOx + iPrOx)

en fonction du temps ont été déterminés grace aux pourcentages de chaque motif évalués avant
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et pendant I’hydrolyse (les calculs sont détaillés en Annexe 11.6). Les résultats sont reportés a
la Figure 11.27. Nous pouvons ainsi remarquer que trés peu d’unités iPrOx sont hydrolysees
alors que les unités MeOx sont hydrolysées jusqu’a 95,7 % apres 16,5 h de réaction, soulignant
une trés grande sélectivité de la réaction. Le spectre RMN H correspondant au dernier temps
de réaction est présent en Annexe I1.7. Toutes les expériences étudiées (Hps a Hpg) sont
reportées dans le Tableau 11.10. Les résultats indiqués dans le tableau correspondent aux temps
d’hydrolyse conduisant a la meilleure sélectivité.

100 -~
@ A B MeOx hydrolysis n [ |
@ A | iPrOx hydrolysis A
__ 80 jexsm Total hydrolysis é u
& ° a
w A
& 601 ° .
L2 ()
2 [ ]
S 40 - °
©
z °
2001 o @
([ J n -
A
te—e—o—o0o o9 o ;
0 5 10 15
Time (h)

Figure 11.27 : Cinétique d’hydrolyse de la réaction Hps (Expérience 1 de 0 & 10 h (e;e;e),
expérience 2 de 10 h a 14 h (A;A3A), expérience 3 de 14 h 4 16,5 h (m;m;m)).

Tableau 11.10 : Synthese des copolymeres PiPrOx-b-PEI.

M before hydrolysis M, after hydrolysis

Hydrolysis  Hydrolysis

Run  Solvent pmMeOx  PiPrOx Ti;,n ©  iProx MeOx  pijprOx PMeOx PEI
kg.mol!  kg.mol! Yo % kg.mol! kg.mol! kg.mol!
Hes EtOH/H,0 188 7.0 14.5 14.5 97.8 6.0 0.4 9.5
Hes EtOH/H,0 142 7.0 16.5 8.4 95.7 6.4 0.6 72
He; EtOH/H,0 146 6.8 16.5 3.0 94.6 6.6 0.8 7.1
Hps FEtOH/H,O0  10.3 7.3 10 48 89.0 7.0 1.0 4.7
Hps:  H0 10.3 7.0 10 81.8 97.8 13 0.2 7.1

Une sélectivité totale est observée pour toutes les expériences réalisées dans un mélange
EtOH/H20 80/20 v/v : I’hydrolyse des unités MeOx est supérieure a 95 % dans la plupart des
expériences, avec un taux d’hydrolyse des unités iPrOx inférieur a 15 %. Ainsi, des DHBCs
PiPrOx-b-PEI sont obtenus avec une quantité négligeable de résidus MeOx dans le bloc PEI.

Les meilleurs résultats sont observes pour Hp7 pour lequel I’hydrolyse des MeOx est d’environ
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95 % avec le plus faible taux d’hydrolyse des unités iPrOx (3 %). Pour confirmer I’importance
du milieu réactionnel EtOH/H20, la méme expérience est réalisée uniquement dans 1’eau (Hps-
2). Le taux d’hydrolyse élevé de chaque bloc démontre I’importance de 1’éthanol dans ces

réactions.

Pour chaque expérience, le copolymére est mis en solution dans 1’éthanol et chauffé a
reflux, puis de I’HCI est ajouté donnant lieu a un mélange EtOH/H>0 80/20 v/v. Dans le but de
confirmer la micellisation des copolymeéres pendant cette procédure, des analyses par DLS ont
été réalisées dans les mémes conditions : tout d’abord dans 1’¢thanol puis dans le mélange de
solvant (Figure 11.28). Les solutions ne pouvant pas étre chauffées a reflux pendant les analyses
DLS, elles ont donc été analysées a 70 °C. La taille des objets mesurée dans 1’éthanol a 70°C
pour le copolymere Ps a montré la présence d’uniméres dans la solution. Cependant, lorsque
I’analyse est effectuée avec le mélange de solvants utilisé pour I’hydrolyse (EtOH/H20 80/20
viv + HCI), la formation d’agrégats est mise en évidence par I’augmentation de la taille des

objets (de 4,4 nm a 13,4 nm en nombre).

10 | EtOH
EtOH/H,0 + HCI
0,8 - i
Y 1A I O e Intensity
B — Number mean
0,6 -
3
2
3 04
g o
<
0,2 A
0,0 -
J 10 100

Dy (nm)

Figure 11.28 : Tailles des objets mesurées par DLS en intensité et en nombre pour Ps a 70 °C
dans de 1’éthanol ou dans un mélange EtOH/H20 80/20 v/v + HCI.

D’autre part, les cinétiques des hydrolyses Hps et Hpg données en Annexe 11.8 indiquent
que si I’hydrolyse est réalisée sur un temps trop long, les unités iPrOx peuvent étre a leur tour
désacétylées. Cette hydrolyse des unités iPrOx est d’autant plus importante que la quantité de
MeOx est importante au départ. L hypothése est que la quantité croissante d’unités EI induit la
destruction des micelles ou que la pénétration des molécules d’ecau est facilitée, due a une
augmentation de la solubilité des chaines polymere comportant des unités El a pH acide. Pour
confirmer cette hypothése, une analyse par nano-DSC a été réalisée sur les prélevements a
différents temps d’hydrolyse pour Hpe (Figure 11.29). Le signal de transition de phase en
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fonction de la température diminue avec le taux d’hydrolyse et, a haut taux d’hydrolyse, aucune
agrégation n’est observée méme a haute température. Ainsi, la formation des blocs PEl mene a
la destruction des micelles et donc a I’hydrolyse des unités iPrOx qui ne sont plus protégées
dans le cceur de 1’agrégat. Afin d’éviter cette hydrolyse non désirée, il est important d’arréter
I’hydrolyse a un temps précis, détermine grace a une étude cinétique : ce dernier correspond a
un taux d’hydrolyse des unités MeOx élevé tout en conservant une hydrolyse faible des unités
iIPrOx.

Temperature (°C)
0 20 40 60 80 100

-10

-15

kJ/mol.K

-20

-25

-30

-35

Figure 11.29: Température d’agrégation de Hps en fonction du temps d’hydrolyse
([unité Ox] = 0,48 M ; taux d’hydrolyse en MeOx obtenu aprés 3h20, 6h40 et 10h : 27,7 %,
57,3 % et 78,1 %).

Comme pour les copolymeres POx, un copolymeére hydrolyse a été caractérisé par RMN
DOSY. Apres 8h40 d’hydrolyse, un prélévement de Hpe a été purifié et analyse dans D20. Le
temps d’hydrolyse est inférieur a celui reporté dans le Tableau 11.10. Ce prélevement présente
une hydrolyse de 0 % et de 64 % respectivement pour les unités iPrOx et MeOx. Le spectre
pseudo 2D (Figure 11.30) permet d’affirmer que le squelette du polymére n’a pas été dégradé
pendant la réaction d’hydrolyse puisque tous les signaux ont le méme coefficient de diffusion
(D=(2,84+0,06).107 cm?.s%), ainsi, seuls les groupes pendants sont éliminés pendant la réaction
de désacétylation. L’écart type est, comme précédemment, faible, soulignant un produit
homogeéne. Il est cependant complexe de comparer les coefficients de diffusion obtenus pour
ce copolymere et son précurseur (Ps) puisque, aprés I’hydrolyse, les amines de la chaine
polymere sont partiellement protonées induisant une augmentation du volume hydrodynamique
de la pelote statistique en solution. Cela peut expliquer pourquoi le coefficient de diffusion a

diminué aprés la réaction alors que la masse molaire du polymere résultant a diminue.
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Figure 11.30 : Spectre RMN DOSY du copolymére Pg hydrolysé (temps d’hydrolyse = 8h40)
dans D20 a 25°C.

Un dernier parametre important a étudier dans ce travail, est la reproductibilité de la
réaction d’hydrolyse. Pour 1’hydrolyse du copolymeére Pe, trois expériences ont été réalisées
dans les mémes conditions et reportées dans la Figure 11.27 : pour la premiére expérience, les
prélévements ont été réalisés entre 0 et 10h, pour la deuxieme, entre 10h et 14h et pour la
derniére, entre 14h et 16h30. La continuité de chaque courbe et les taux d’hydrolyse trés proches
obtenus a un méme temps t témoignent de la reproductibilité de la réaction. En outre, les
hydrolyses des copolyméres Ps et P7 dont les compositions sont similaires ont donné des taux

d’hydrolyse proches aprés un méme temps de réaction.
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Conclusion

Dans ce chapitre, deux types de copolymeéres POx1-b-POx. ont été étudiés dans le but

de synthétiser des DHBCs POx-b-PEI avec un bloc POx hydrophile a la température corporelle.

Tout d’abord, des homopolymeéres ont été synthétisés afin d’optimiser les conditions de
réaction pour la synthése des copolymeres a blocs. Puis, les copolyméres PMeOx-b-PEtOXx et
les copolymeres PiPrOx-b-PMeOx avec différents ratios MeOx/EtOx ou iPrOx/MeOx ont été
synthétisés. En se basant sur les LCST des homopolymeéres PEtOX et PiPrOx, des copolymeéres

thermosensibles étaient attendus.

Dans le cas des PMeOx-b-PEtOx, aucune agrégation n’a été observée par nano-DSC
méme pour le copolymere comportant le bloc PEtOx de plus haute masse molaire. Les
expériences d’hydrolyse ont montré une sélectivité en faveur de 1’hydrolyse des unités MeOx

en comparaison des unités EtOx mais non suffisante pour 1’application visée.

Les copolymeéres PiPrOx-b-PMeOx comportant un co-monomere plus hydrophobe que
EtOx ont, quant a eux, montré une thermosensibilité. Ainsi, cette propriété a permis 1’hydrolyse
totalement sélective des copolymeres et des DHBCs PiPrOx-b-PEI ont été obtenus. Ces
copolymeéres solubles a la température corporelle sont donc de potentiels nouveaux vecteurs

pour la thérapie génique.

D’autre part, ’hydrolyse des homopolyméres PMeOx a été réalisée afin d’obtenir des
IPEI témoins des PiPrOx-b-PEI en termes de masse molaire. Une comparaison des copolymeéres

PiPrOx-b-PEI et des homopolymeéres PEI pourra alors étre effectuée dans le chapitre 1V.

Dans la suite de ce manuscrit, nous travaillerons donc essentiellement avec les
copolymeéres PiPrOx-b-PMeOx et PiPrOx-b-PEI (Px et Hpx respectivement) et leurs
homologues témoins PMeOx et PEI nommés Tpx et Thpx respectivement. Différents numeros
de lots ont été réalisés pour chacun de ces polymeéres, ainsi, dans le but de simplifier la

compréhension, le Tableau I1.11 récapitule les différents lots ainsi que leurs caractéristiques.
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Tableau I11.11 : Caracteéristiques des différents homopolymeres et copolymeres utilisés dans la suite du manuscrit.
(@]
o Y
R N
=
R\(/\N}f\/NQ\// V\Héf’\/mtv\b@:\\\
m n e
pul \rg
PMeOx-b-PiPrOx
M th M sec bmF Mh th Mn* o, .
Batch (kg/mol) (kg/mol) Type Batch (kg/mol) (kg/mol) (|€| hOYd;f:ygs)
(PMeOx-PiPrOx) | (PMeOx-PiPrOx) (PEI-PiPrOx) | PEI-PMeOx-PiPrOx eLX/IFrOxX
GwD-83 19.0+7.0 GwD-95p¢ 95+04+6.0 97.8/14.5
L 30-6 Hps SAK-4 15-6 86+2.0+6.9 89/0
S -
] SAK-1 19.3+6.9 GwD-151 90+1.7+66 90/4.4
; GwD-68 14.2+7.0 GwD-82p; 69+06+64 95.7/8.4
° GwD-85 146 +6.8 GwD-92 6.9+0.8+6.6 94.6/3
Q SAK-2 6.8+0.8+7.2 94.3/0
- 20-6 . . 10-6
S GwD-99 14.5+7.2 Hpe SAK-7 66+1+72 93.3/0
GwD-118 15.0+7.3 GwD-121 6.8+1.2+7.3 92/0
SH-01 15.0+7.3 SH-03 6.8+1.4+6.7 90.7/8.7
SAK-5 83+7.0 SAK-8 35+13+6.5 84.5/5.3
10-6 Hps | GwD-96ps 5-6 46+1.0+6.9 89/4.8
GwD-85 -6+73 GwD-98 42+12+65 86/5.1
PMeOx PEI
2 M, M M, My*
n th n SEC DMF n th n o, .
OEJ (kg/mol) (kg/mol) Batch (kg/mol) (kg/mol) % hydrolysis
—:' 30 21.5 GwD-132 15 11.0 96.2
o GwD-153 21.0 GwD-158 11.0 95.9
g GwD-133 20 16.9 GwD-137 10 8.2 95.6
o GwD-157 17.3 GwD-160 8.4 96.0
I GwD-138 4.7 94.8
D-134 1 .
owb-13 0 58 GwD-143-bis ° 4.7 95.0

*Mn calculated from SEC values and hydrolysis rate. Each values of molar masses correspond to each bloc. Tex: witness of Py polymers, Tupx: witness of Hpx polymers
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Annexe 11.1 : Spectres RMN *H des copolyméres PMeOx-b-PEtOx (a) P2 et (b) P3 dans CDCls
a20°C.
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Annexe 11.2 : Spectres RMN *H des copolymeéres PiPrOx-b-PMeOx (a) Ps, (b) P7 et (c) Psdans
CDClza 20 °C.
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a) ChemNMR 13C Estimation
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Annexe 11.3 : Simulations RMN *3C de (a) GwD-134 et (b) GwD-138.
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Annexe 11.4 : Calcul des taux d’hydrolyse des copolyméres PMeOx-b-PEtOX.

The MeOx hydrolysis degree (Hmeox) is defined as the change in the percentage of MeOx units
divided by the initial percentage, the percentages being determined from *H NMR spectra of
the precursor copolymer and the resulting hydrolyzed copolymer.

initial MeOx units % — remaining MeOx unit %

H = — .
MeOx initial MeOx units %
Lo
with  initial MeOX units % = —3
l67,89

110 + 111 - 2 XIIZ

remaining MeOx units % =
[, +1
4,5 6,7,8,9

4
ly is the intensity of the proton y according the following assignment:

11
(0
s A A 6 T\I/E;’]Q 13
]\/\kN/\%/Stat\éN 7 \/\}N 14
2 H X /& n-x m 15
10 o

Similarly, the EtOx hydrolysis degree (Hetox) is defined as the change in the percentage of EtOx
units divided by the initial percentage.

initial EtOx units % — remaining EtOx unit %

H =
EtOx initial EtOx units %
Lip
with  initial EtOx units % = 3
l,7,89
4
Iip
remaining EtOx units % = 3
lys + 16780
4

At last, the total hydrolysis degree (Hetox + meox) corresponds to the percentage of hydrolyzed
MeOx and EtOx units. It was calculated as follows:

_ lys
Hgtox + Meox = T Lo
45t lg789
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Annexe 11.5 : Spectre RMN *H de Hps-s dans du D20.
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Annexe 11.6 : Calcul des taux d’hydrolyse des copolyméres PiPrOx-b-PMeOX.

The iPrOx hydrolysis degree (Hirrox) is defined as the change in the percentage of iPrOx units
divided by the initial percentage, the percentages being determined from *H NMR spectra of
the precursor copolymer and the resulting hydrolyzed copolymer.

initial iPrOx units % — remaining iPrOx unit %

H. =
IProx initial iPrOx units %
Ly
with initial iPrOx units % = 6
I4,5,8,9
4
Iy
remaining iPrOx units % = 6 I
le7 + 14580 — %
4

ly is the intensity of the proton y according the following assignment:

12
5 3, 4 H 7 \'\7(8)9 13
/{N%N%stat% vjh{jm
17 o n X m-X 15
10
11

Similarly, the MeOx hydrolysis degree (Hwmeox) is defined as the change in the percentage of
MeOx units divided by the initial percentage.

initial MeOx units % — remaining MeOx unit %

H =
MeOx initial MeOx units %
Iy
with initial MeOx units % = 3
l4s580
4
I,
remaining MeOx units % = 3 I
le7 + 14580 — %
4

At last, the total hydrolysis degree (Hirrox + meox) corresponds to the percentage of hydrolyzed
iPrOx and MeOx units. It was calculated as follows:

111

le7 —7%
Hiprox + Meox = I,
le7 + lys80— 3
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Annexe 11.7 : Spectre RMN H de Hps dans du D20 a 20 °C.
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Annexe 11.8 : Cinétique des hydrolyses (a) Hps et (b) Hps.
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Introduction

Aujourd’hui, dans le but d’améliorer les nanomédicaments a base de polymeres,
I’introduction de nouvelles fonctionnalités sur les chaines macromoléculaires est le sujet de
nombreuses recherches afin d’obtenir des plateformes polyvalentes de polymeéres. Les
polyéthylénimines et les poly(oxazoline)s permettent de multiples fonctionalisations.™
Comme présenté dans le chapitre bibliographique, diverses modifications sont possibles tant au
niveau de leurs natures, de leurs lieux de greffage ou encore des réactions chimiques mises en

acuvre.

En fonction de la nature de la molécule greffée, ces fonctionnalisations ont divers
objectifs : une molécule biologique permettra une amélioration d’un des parametres clés du
transfert de génes alors qu’un fluorophore, par exemple, permettra un suivi in vitro et/ou in vivo
des polyplexes. Dans ce chapitre, nous nous intéresserons a la fonctionnalisation des polymeres
PEI et PEI-b-PiPrOx par ces deux types de fonctionnalisation par greffage covalent. Selon les
approches classiques de chimie des polyméres, la fonctionnalisation peut se faire de fagon
télechélique, sur une extrémité de chaine ou les deux, ou sur les unités de répétition de la chaine
macromoléculaire. Dans ce travail, les deux approches seront utilisées pour améliorer les

propriétés de transfection des polymeéres synthétisés.

Tout d’abord, la modification des motifs éthylénimine par I’histidine sera étudiée. Pour
rappel, Bertrand et al.* ont démontré, en 2011, I’apport d’une fonctionnalisation par des motifs
histidines via une addition de Michael. Cette fonctionnalisation améliore le relargage des
polyplexes de I’endosome dans le cytosol grice a I’augmentation de 1’effet « éponge a

protons ». Cet effet s’accompagne d’une diminution de la cytotoxicité.

D’autre part, les extrémités de chaines fonctionnelles des polymeéres synthétisés au
chapitre 2 sont des points d’accroche stratégiques pour la fonctionnalisation des polymeres par
utilisation d’une chimie orthogonale. Plusieurs travaux ont indiqué I’intérét de cette stratégie
de modification pour fixer un agent de ciblage cellulaire. Une localisation en fin de chaine
hydrophile des ligands leur confere une grande disponibilité pour interagir avec les parois des
membranes cellulaires et améliorer D’internalisation cellulaire et donc 1’efficacité de
transfection.® Dans notre étude, le ciblage de cellules pulmonaires ou hépatiques sera développé
par la fonctionnalisation des extrémités de chaine par du galactose. La fonctionnalisation sera
réalisée sur I’extrémité alcyne (issue de I’amorgage) qui offre la possibilité d’un couplage par

chimie click, et de fixer au moins deux résidus galactose sur la méme fonction, conférant un
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aspect dendritique de fonctionnalisation. Ceci permet de se rapprocher des structures de
ciblages naturelles pour lesquelles quatre unités glucoses interagissent avec le récepteur lectine,

conférant ainsi une énergie d’interaction galactose-lectine élevée par effet coopératif.®

Enfin, une étude préliminaire est également réalisée dans le but de mettre au point une
synthése de polymeres fluorescents. Ces polymeéres amorcés ou terminés par un fluorophore de

type dansyle permettraient de suivre les polyplexes lors des tests biologiques.

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons, ainsi, dans une premiére partie, a la
fonctionnalisation des motifs éthylénimine par I’histidine puis, dans une seconde partie, a la
fonctionnalisation des extrémités de chaine par le galactose ou par le dansyle. L’étude de ces
diverses fonctionnalisations sera d’abord menée sur des polyméres témoins afin de mettre au
point les conditions de fonctionnalisation avant de réaliser celles-ci sur les copolyméres PEI-b-
PiPrOx, notés Hpx.
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Partie l. Fonctionnalisation des motifs éthylenimine

Les polyéthylénimines modifiées par des résidus histidine, IPEI-his, synthétisées par
Bertrand et al.* ont démontré 1’apport positif des résidus histidine sur le vecteur lors des tests
de transfection. Cette stratégie est investiguee ici, dans le cadre des copolymeres PEI-b-PiPrOx,
avec pour objectif de greffer des résidus histidine sur 10 & 16 % des motifs EI du bloc PEI. Les
polymeres PEI(His)-b-PiPrOx, Hex-his, pourront ensuite étre testes en transfert de génes afin de

valider cette stratégie.

Ainsi, cette partie présente la synthése de la L-histidine-N-acryloyle (HNA) ainsi que
son greffage sur la bibliotheque de polyméres du chapitre 2, soit les polymeres témoins Tps,

Thpe et Thps et les copolymeres Hps, Hpe et Hps.

I Syntheése de la L-histidine-N-acryloyle (HNA)

La HNA est synthétisée via une réaction d’addition-élimination de la L-histidine sur le
chlorure d’acryloyle (Schéma I11.1). Cette synthése est menée a -5 °C avec un ajout de chlorure
d’acryloyle dans une solution aqueuse de L-histidine a I’aide d’un pousse seringue. Une
solution de NaOH 6 M est ajoutée au milieu réactionnel conjointement a I’ajout du chlorure
d’acryloyle pour maintenir un pH supérieur a 12. En effet, le sous-produit formé lors de cette
réaction est I’acide chlorhydrique, cependant, afin de permettre la réaction d’addition-
élimination, il est nécessaire de conserver la nucléophilie de I’amine primaire de la
L-histidine. Son pKa, étant de 9,2, un pH supérieur a 12 permet de conserver la forme non

protonnée de I’amine pour permettre 1a réaction de couplage.

(0]
NH2 N;\ — NaOH ®
® © NH 0 — 3  Na HN N=\
Na O o 6h sous -5 °C & NH
Cl 0 A
(0]
leq leq 0

Schéma I11.1 : Synthése du L-histidine-N-acryloyle (HNA).

Apres purification par précipitation a froid dans 1’acétone, le produit est caractérisé par
RMN !H dans D,O. La formation du produit attendu est démontrée par la superposition des
spectres de la L-histidine et de la HNA (Figure 111.1). Les protons oléfiniques (a, a’ et b)
apparaissent dans la zone entre 5,8 et 6,5 ppm et un déblindage est observé pour les protons de

la L-histidine, notamment au niveau du proton f qui se situe en alpha de la fonction amide crée.
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De plus, les intégrales des signaux présentent les ratios attendus permettant de confirmer la

structure du produit synthétisé.

b) a,sz a,b

[¢ o} j j
Nal . HNd Nf\NH i y

O.e ¢ h\ F1
gg i f g-g’
i ,m LJM
|
9 8 7 6 5 4 3
f1 (ppm)

Figure 111.1 : Spectres RMN H de (a) la L-histidine et (b) de la HNA dans D0 a 20 °C.

Nous remarquons également des signaux de faibles intensités a 2,9 et 3,8 ppm. Il a été
montré que ces signaux appartiennent a une molécule résultant de I’homocouplage de deux
molécules d’HNA. En effet, une précédente étude effectuée au sein de 1’équipe par
spectrométrie de masse ESI a permis d’identifier la molécule présentée au Schéema 111.2 comme
le produit de cette réaction. Les protons méthyléne entre la fonction amide et le cycle imidazole

sont alors attribués aux signaux mentionnés ci-dessus.

(0]
HN  N=\
€]
N S ~'\Y
o) Na® NH N=\
()
OMNH
(0]

Schéma 111.2 : Produit secondaire issu de I’homocouplage de deux molécules d’HNA.

Lors d’une synthése de HNA, il est donc nécessaire d’évaluer le pourcentage
d’homocouplage par RMN 'H. En posant i, le pourcentage de molécules issues de

I’homocouplage et p, le pourcentage de HNA, I’intégrale du signal situé¢ a 3,8 ppm, I3g ppm, €st
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proportionnelle a 2H x i, alors que celle du signal a 7,3 ppm, lz3ppm, €st proportionnelle a
1H x (2i + p). L’Equation I11.1 peut alors étre écrite, aprés avoir normalisé l7.3pom & 1 sur le
spectre RMN *H.
I3.8 ppm © 21
[73ppm © D0+ 20

I3,8 ppm

Equation 111.1 Soit, avec | =1,i=
q 7,3 ppm (2 X I7,3 ppm — I3,8 ppm)

Diverses synthéses de HNA ont été réalisées en contrélant plusieurs parametres
expérimentaux tout au long de la synthése, tels que la température et le pH. Un taux
d’homocouplage variable a été obtenu, comme en témoignent les résultats présentés dans le
Tableau 111.1. D’aprés des études préalablement réalisées dans I’équipe, un taux
d’homocouplage inférieur a 10 % est considéré comme acceptable pour 1’application visée.
Ainsi, a I’exception du lot ASV-6, les différentes syntheses réalisées pourront étre utilisées pour
fonctionnaliser les polymeres. Une seconde précipitation dans 1’acétone a froid a été réalisée
dans le cas de I’expérience ASV-3 en vue de diminuer le taux d’homocouplage. Cependant,
contre toute attente, celui-ci est passé de 8 a 12%. Pour tous les autres essais, une seule
précipitation a été opérée.

Tableau I11.1 : Syntheses de HNA et évaluation de I’homocouplage en fonction du nombre de
moles de L-histidine initial (([HNAJo = 2 mol.L! et pH > 12).

RUN NL-histidine i homocouplage iaverage
(mmol) percentage (%) (%)
ASV-5 10 8 8
ASV-1 20 4
6+2
ASV-3 20 8
ASV-6 40 14
SAK-6 40 7
GwD-87 40 9 74+4
GwD-129 40 2
GwD-130 40 5

Le HNA étant utilisé couramment au laboratoire, un scale-up de sa synthese eétait
souhaité tout en conservant le contréle du taux d’homocouplage. Ainsi, la synthése,
habituellement réalisée avec 20 mmol de L-histidine, a été réalisée avec 10 mmol et 40 mmol

afin d’étudier I’influence de la quantit¢é de matiére initiale de L-histidine sur le taux
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d’homocouplage. Nous constatons que ce parametre a peu d’influence sur le taux
d’homocouplage, car le taux moyen s’échelonne de 6 a 8% selon I’expérience. Par la suite, les
syntheses ont donc été effectuées avec 40 mmol de L-histidine. Ce scale-up de la réaction

permet un gain de temps puisqu’une synthése et ses purifications nécessitent 4 jours de travail.

Il. Modification des polymeéres a base de PEI par la HNA

Dans le but de fonctionnaliser la bibliotheque de IPEI et de PEI-b-PiPrOx, nous nous
sommes appuyés sur les travaux de Bertrand et al.%, ainsi que sur de récents résultats de 1’équipe
présentés, notamment, dans la thése de L. Plet.” La fonctionnalisation de la bibliothéque de IPEI
témoins (Tres & THps) a tout d’abord été réalisée, 1’étude a été, ensuite, étendue a la modification

des copolymeéres PEI-b-PiPrOx (Hps a Hps).

I1.1. Fonctionnalisation des /PEI

La fonctionnalisation des motifs El par la HNA est réalisée par une addition de Michael
entre I’amine secondaire des unites éthylénimine et la fonction acrylamide de la HNA selon le
Schéma 111.3 dans le but d’obtenir un taux de modification des unités EI compris entre 10 et
16 %. Un ajout lent d’HNA dans une solution aqueuse de PEI sous agitation et a reflux est
réalisé a I’aide d’un pousse seringue pendant 24 h, puis le milieu réactionnel est conservé sous
agitation et a reflux pendant 24 h supplémentaires. Cet ajout contrélé de HNA permet de
favoriser la réaction des résidus histidine avec les motifs EI et de limiter I’homocouplage du
HNA non désiré. Apres précipitation dans 1’éthanol, le polymére modifié est dialysé contre

I’eau puis lyophilisé.

~ ©0o NH
(7 Sy 9
A e o O
Z N n H,0, pH 7 - reflux - 48 H =z b n N m

Schéma 111.3 : Modification de la PEI par la HNA via une addition de Michael.
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La modification est réalisée sur les polymeéres Twps, Trps €t THps dans le but d’obtenir
les polymeres Trps-nis, THps-his €t THpe-his. LeS conditions expérimentales ainsi que les diverses

caractérisations sont répertoriées dans le Tableau I11.2.

Tableau 111.2 : Modification des IPEI par la HNA.

Mnth

. Grafted
PEI starting HNA NHNA

Type Run batch PEI batch  (mmol) Earna/Eer  HNA
) (%)

(kg.mol ™)
Thpshis GwD-172 GwD-132 145 GwD-130 2.8 0.30 115
Thpe-his GwD-154 GwD-137 9.7 GwD-129 1.7 0.30 12.8
Thps-his GwD-156 GwD-138 4.8 GwD-130 1.7 0.30 8.1

Afin de caractériser les polyméres obtenus et d’évaluer le taux de modification, une
analyse RMN H des polyméres purifiés est réalisée dans D,0. Le spectre du polymeére Trpe-his
(GwD-154) est donné en Figure 111.2. Le couplage des molécules HNA sur les motifs EI est
mis en évidence par les signaux a 7,3 ppm et 8,6 ppm correspondant aux protons i et j des cycles
imidazole ainsi que par I’absence des signaux des protons oléfiniques a, a’ et b (protons
insaturés de la HNA libre) entre 5,8 et 6,5 ppm. Le massif entre 2,2 ppm et 4,7 ppm est attribué
aux protons des unités El substituées et non-substituées. Il n’est pas possible de dire si une
molécule HNA se couple sur un résidu HNA déja couplé a un motif El, puisque les signaux
caractéristiques de cette réaction (2.9 et 3.8 ppm) sortent dans le massif. Cependant, cette
réaction est défavorisée par I’ajout lent de la HNA dans le milieu réactionnel et par le fait que
les atomes d’azote des motifs EI sont plus nucléophiles que ceux des cycles imidazole. Le taux

de modification des unités El sera déterminé en considérant cette hypothese.
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Figure 111.2 : Spectre RMN H du polymére Thpe-nis (GwD-154) dans DO a 20 °C.

Dans le but de calculer le taux de modification des motifs El par les molécules de HNA,
I’intensité des signaux des résidus HNA aisément identifiables au dessus de 7 ppm est comparée
a celle des unités EI. Ainsi, en notant f le taux de fonctionnalisation, I’intégrale du signal situé
a 8,6 ppm (proton i), ls 6 ppm, €St proportionnelle a 1H x f, alors que le massif situé entre 2,2 ppm
et 4,7 ppm, l2,2-4,7ppm, €St proportionnel a 4H x (1-f) + 11H x f, soit 4 protons appartenant a des
unités EI non modifiées (protons 4 et 5) et 11 protons appartenant a des unités modifiées

(protons 6, 7, a, b, f et g-g”). L’Equation I11.2 peut alors étre écrite.

18,6 ppm « 1f

12,2—4.7 ppm 4(1 - f) + 11f

= ' . axI
Equation I11.2 Soit f = 86 ppm
(I2,2-4.7 ppm — 7 X Ig,6 ppm)

Les calculs réalisés sur les trois polyméres modifiés montrent des taux de couplage entre
8,1 et 12,8 % (Tableau I11.2). Ces résultats sont proches du taux de couplage idéal situé entre

10 et 16 % permettant un bénéfice intéressant en transfert de génes.
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I.2. Fonctionnalisation des PEI-b-PiPrOx

La stratégie de fonctionnalisation par la HNA étant mise au point sur les homopolymeéres
IPEI, la modification des copolymeres Hps & Hpg (PEI-b-PiPrOx) a éte réalisée dans le but
d’obtenir les polyméres Hpsnis & Hpg-his (PEI(his)-b-PiPrOx) selon le Schéma 111.4. Ces
réactions sont menées comme précedemment en milieu aqueux a reflux. Les conditions de

synthese ainsi que les taux de greffage obtenus sont résumés dans le Tableau 111.3.

® =0 H o
0 Ma HM N'_“l.
-\‘r/ H @DMNH 2 'j/
0l M
0

H
M
5 sl Q
\H% Water, 100 °C \(& n p *-p
]

Schéma 111.4 : Modification des copolymeéres PEI-b-PiPrOx par de la HNA (m-Xx << x).

Tableau 111.3 : Modification des PEI-b-PiPrOx par de la HNA.

Mntn
PEl  starting HNA Time [EI] nuna  €QHNA Grafted

Type  Run batch PEI batch (days) (mol.L") (mmol) /eqel H(!\IA
) (%)
(kg.mol?)
GwD-97 GwD-92 92 GwD-87 2 048 07 03 0.95
H _hi
P SAK-3 SAK-02 94 GwD-87 2 082 14 03 08

Dans un premier temps, les conditions mises au point sur les homopolymeéres ont été
utilisées (GwD-97). La Figure 111.3 présente le spectre RMN H de GwD-97 obtenu aprés

purification.
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Figure 111.3 : Spectre RMN *H du copolymére GwD-92 modifié par la HNA.

Le taux de couplage est calculé avec la méme méthodologie que précédemment.
Cependant, il est nécessaire de prendre en compte que le signal entre 2,5 ppm et 4,7 ppm
correspond aux protons des unités EI modifiées et non modifiées mais également aux protons
méthyléne des unités iPrOx et des unités MeOx résiduelles et aux protons méthine des unités
iPrOx. Ainsi, dans ce massif, résonnent 4 protons appartenant a des unités EI non modifiées
(protons 13 et 14), 11 protons appartenant a des unités EI modifiées (protons 11, 12, a, b, f et
g-g’), S protons appartenant a des unités iPrOx (protons 4, 5 et 6) et 4 protons appartenant a des
unités MeOx résiduelles (protons 8 et 9). En prenant en compte ces différents motifs,

’Equation 111.3 peut alors étre écrite.

18,6 ppm « 1f

I(H) 1(Hi )
Ls-a7ppm = —g— X 5= =2 x4 © 41~ f) +11f

4 X 18,6 ppm

I(H7) I(H10)
Ing_47 ppm™ %XS—%X4—7X1876 ppm

Equation 111.3  Soit f =
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Dans le cas de GwD-97, un tres faible taux de modification apres purification est obtenu
(0,95 %). La concentration en motifs El a été augmentée dans I’expérience SAK-3 (en gardant
constant le ratio HNA/EI) afin de favoriser le couplage, néanmoins, le taux de modification
reste tres faible (0.8 %). De plus, la présence de signaux secondaires a 7,5 ppm et 8,2 ppm
suggerent la présence de HNA libre résiduelle. Au vu de ces résultats non concluants, une étude

a été menée afin d’identifier le ou les parametre(s) limitant(s).

I.2.a. Etude du pH

Les copolymeres utilisés sont formés d’un bloc PEI cationique ainsi que d’un bloc
PiPrOx. La solubilité du copolymere est donc dépendante du pH du milieu réactionnel. En effet,
si le pH est trop basique, les motifs El de la PEI ne sont pas cationisés et sont alors insolubles
dans I’eau. Un polymeére PEI-b-PiPrOx (SAK-2) a été analysé par DLS en fonction du pH : une
mesure est réalisée aprés la mise en solution du polymere dans de 1’eau a pH 7, puis aprés
I’acidification du milieu a pH 1 et enfin, aprés 1’augmentation progressive du pH de 1 a 6,5
(Figure 111.5). Nous observons alors que la solubilisation des chaines polymeére n’est pas
satisfaisante lors de la solubilisation dans 1’eau puisque des agrégats sont observés (DH en nombre
= 835 nm) malgré un aspect limpide macroscopiquement. L’acidification suivie d’une
neutralisation lente a, néanmoins, permis la solubilisation des chaines polymere avec un Dy en
nombre de 3,5 nm. Les chaines sont alors sous forme d’uniméres. Dans la suite de 1’étude, cette
méthode de solubilisation sera mise en ccuvre préalablement a la réaction de modification par
la HNA.

508 1 pH 7
o
v 0,6 1
E pH 1
204 -
Q \
€ pH 6,5 apres
<02 1 acidification
0,1 10 1000
Dy, (nm)

Figure 111.4 : Mesure de la taille des objets par DLS en nombre pour SAK-2 en solution dans
I’eau a 20 °C.

I.2.b. Etude en température

D’autre part, le comportement des copolymeéres portant un bloc PiPrOx, en température
a été analysé. En effet, les homopolymeéres PiPrOx présentant une LCST aux alentours de 45
°C, une transition de phase peut étre observée pour le copolymére PEI-b-PiPrOx lors de la

réaction de couplage puisque celle-ci est effectuée a reflux dans 1’eau. Une agrégation des
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chaines polymeére limiterait alors la fonctionnalisation des unités EI par la HNA. La Figure
I11.5 présente 1’analyse par DLS en fonction de la température d’une solution aqueuse de
copolymére SAK-2 & 0,48 M en unité El. Contrairement a 1’analyse des copolyméres apres
hydrolyse par nano-DSC, nous observons une LCST a 55 °C. Cette différence est expliquée par
les modifications de pH. En effet, ici, le polymere est acidifié a pH 1 avant un retour a pH 7 ;
lors du passage & pH 1, les motifs El sont alors protonés permettant une bonne solubilité des
chaines macromoléculaire. Les agrégats sont alors dispersés et une LCST est visible lors de
I’augmentation de température. L’influence du pH et donc du taux de protonation du bloc El
n’ayant pas été analysé dans le chapitre 2, aucune LCST n’est donc observée par nano-DSC

pour les copolymeéres hydrolysés.
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Figure 111.5 : Etude en température par DLS d’une solution aqueuse du copolymeére Hps, SAK-
2 ([El] = 0,48 M). Rampe de 20 & 65 °C, pH 7.

Une organisation des chaines polymere est alors mise en évidence au-dela de 55 °C par
I’augmentation importante de la taille des objets analysés. Les précédentes réactions de
couplage (Tableau 111.3) ayant été effectuées sans solubilisation préalable du polymere en
milieu acide et a reflux dans 1’eau, les motifs El étaient trés peu accessibles expliquant les trés

faibles taux de fonctionnalisation obtenus.

Ainsi, une fonctionnalisation a été réalisee en dessous de la température de transition de
phase avec I’acidification puis la neutralisation de la solution polymére comme mentionnée
précedemment. De plus, le nombre d’équivalent de HNA a été doublé afin de favoriser la
réaction. Les conditions expérimentales et le taux de couplage obtenu sont présentés dans le
Tableau I11.4.
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Tableau I11.4: Modification de Hps (SAK-4) par la HNA dans les nouvelles conditions
([EI] = 0,48 M).

Mnih Grafted
Tvpe RUN PEI starting HNA Time Temp nuna  €QHNA HNA
yp batch  PEI batch (days) (°C) (mmol) /eqEi (%)

(kg.mol?)
Hpshis GwD-123 SAK-4 126 SAK-6 10 50 2.8 0.6 0.6

Cette réaction est realisée sur un temps beaucoup plus long en raison de la diminution
de la température de 100 °C a 50 °C. Cependant, la modification obtenue avec ces nouveaux
parameétres de réaction n’a pas permis 1’obtention d’un taux de greffage satisfaisant puisque

celui-ci est de 0,6 %.

11.2.c. Etude du solvant

La fonctionnalisation des copolymeres par la HNA n’étant pas concluante dans 1’eau,
nous nous sommes intéressés a d’autres solvants notamment 1’éthanol. La solubilisation dans
I’éthanol étant aisée, la réaction de couplage a été réalisée dans cet alcool porté a reflux avec
0,6 équivalents de HNA comme précédemment. De plus, diverses publications mentionnant
I’ajout d’une base afin d’améliorer 1’addition de Michael, de la N,N-diisopropyléthylamine
(DIPEA) a été ajoutée au milieu réactionnel dans cet objectif.® Le Tableau 111.5 répertorie les
différentes réactions réalisées dans ces conditions ainsi que les taux de modification obtenus.

Tableau 111.5: Modification des PEI-b-PiPrOx par la HNA dans 1’éthanol a reflux
([EI] = 0,16 M).

i Grafted
Type Run PEl  starting HNA  Time nnna EQuna EQpipea HNA
yp batch PEI batch  (days) (mmol) /eger  /ege !
] (%)
(kg.mol?)

SH-02 SAK-4 126 SAK-6 1.4 0.6 0.6 10.0
GwD-146 SAK-4 126 GwD-129 113 06 0.6 18.7

2
Hps-his
2
GwD-149 GwD-121 8.9 GwD-129 2 0.93 0.6 0.6 4.3
3
2

Hpé-his
GwD-170 GwD-121 8.9 GwD-130 0.93 0.6 0.6 ~8.4

Hps-his GwWD-150 SAK-8 43  GwD-129 068 0.6 0.6

Les calculs de fonctionnalisation sont également réalisés grace a I’Equation 111.3.
Concernant les polymeéres de type Hps.his, des taux de greffage satisfaisants sont obtenus lors
des réactions SH-02 et GwD-146, respectivement 10,0 % et 18,7 %. Néanmoins, sur les

copolymeres de type Hpes-nis €t Hps-nis, un taux de greffage acceptable n’est pas atteint dans ces
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conditions (GwD-149 et GwD-150). La réaction est, alors, menée a nouveau dans les mémes
conditions et sur un temps plus long (3 jours au lieu de 2 jours) pour le polymére Hps (GWD-
170). Le couplage obtenu est, alors, plus élevé (8,4 %) mais reste inférieur au taux de couplage
idéal de 16 %.

Les investigations afin de comprendre les limites de cette fonctionnalisation n’ont pas
été menées plus loin, cependant, le pourcentage de motifs El par rapport aux motifs iPrOx est
une limite a envisager. Les polymeres Hps présentant une plus grande quantité d’unités EI sont
plus facilement fonctionnalisés. Pour les polyméres Hps et Hps, la chaine PEI étant plus courte,
le pourcentage de motifs PiPrOx augmente et semble étre un facteur limitant a I’addition de

Michael.
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Partie Il. Fonctionnalisation des extrémités de chaine

La synthése de poly(oxazoline)s permet I’introduction de groupements d’intérét sur les
extrémités de chaine ou sur les motifs. Ainsi, un choix pertinent de I’amorceur, de I’agent de
terminaison ou du monomere permet la synthése de polymeres fonctionnels. Néanmoins,
I’étape d’hydrolyse nécessaire a I’obtention des polymeres a base de PEI doit étre prise en
considération afin de protéger, si nécessaire, les fonctions introduites lors de la synthése

macromoléculaire.

Dans cette partie, nous nous intéressons & deux fonctionnalisations des extrémités de
chaine. Tout d’abord, dans le but d’introduire une unité galactose, un ligand de ciblage
cellulaire, une fonctionnalisation post-polymeérisation sera réalisée sur une extrémité de chaine.
Le galactose étant sensible a I’hydrolyse, celui-ci ne peut étre introduit qu’apres cette étape.
D’autre part, une fonctionnalisation par « grafting onto » et « grafting from » sera étudiée avec
pour objectif I’introduction d’un fluorophore, ces polyméres fluorescents pouvant ensuite étre

utilisés dans des expériences in vitro et/ou in vivo pour suivre leur devenir.

I Fonctionnalisation par le galactose

Les récents développements de thérapie a base de nanoparticules véhiculant des
médicaments montrent que la délivrance spécifique au site ciblé est une approche permettant la
concentration du médicament dans les tissus souhaités.®° Ainsi, dans le cadre de nanoparticules
de polymere, la conception d’un systéme de ciblage semble importante afin d’améliorer
I’efficacité des traitements.!! Dans nos recherches, deux organes cibles sont identifiés : les
poumons et le foie. Divers travaux démontrent que des récepteurs au galactose sont présents
abondamment dans ces deux organes : les poumons présentent des lectines réceptrices du

galactose'? et le foie exprime des récepteurs des asialoglycoprotéines (ASGPR).*3

Cette fonctionnalisation par le galactose a été utilisée dans le cadre de recherches en
transfert de génes, notamment par Huang et al.** pour cibler des cellules cancéreuses hépatiques
ou par Chen et al.*® pour améliorer la transfection dans les cellules pulmonaires. Les résultats
mettent en évidence une amélioration du transfert de genes lorsque des polyplexes portant des

résidus galactose sont utilisés en comparaison des polyplexes non fonctionnalisés.

Pour réaliser une post-fonctionnalisation de chaines macromoléculaires, il est nécessaire
de mettre en ceuvre des réactions chimiques rapides et totales afin de garantir un couplage

maximal entre la chaine polymeére et la molécule d’intérét. Dans notre cas, nous avons décidé
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de réaliser une chimie click par couplage thiol-yne. En effet, I’introduction d’une fonction
alcyne lors de la synthése macromoléculaire des copolymeres a base d’oxazoline a été réalisée
en utilisant un amorceur propargyle (cf chapitre 2). La stratégie ciblée doit permettre 1’ajout de
deux résidus galactose par chaine macromoléculaire, contrairement a un couplage thiol-eéne ou
seul un residu galactose est introduit. Comme expliqué en introduction, ce couplage bidenté
permet une amélioration de I’interaction avec les récepteurs du galactose en comparaison a un

monodenté.®

Pour cela, un galactose portant un groupement thiol est synthétisé : le 3-mercaptopropyl-
p-D-galactopyranoside.’® Sa synthése réalisée par le Dr. Vincent Corcé (IPCM — équipe
Chembio) est présentée sur le Schéma 111.5 (les spectres RMN *H, *C et HSQC sont présents
en Annexe I11.1) Le groupement espaceur propyle est important ici afin de limiter la géne

stérique lors du futur couplage thiol-yne.

O
OH 1eq
AcOOAC 1.3eq A AcOOAc )J\SH

% 1,6 eq BF3OEt, % DPAP 2 mol %
—_—
AcO OAc DCM AcO @) CHCl;4

AcO overnight AcO N\ UV 350 nm, 24 h

Inert Atmosphere

AcOOAc OHOH

& Sodium Metal 10 mol% %
AcO MGOH HO

o 0
ACO NN sac 6h OH  “~_sH

3-mercaptopropyl-s-D-galactose

Schéma 111.5 : Synthése du 3-mercaptopropyl-4-D-galactopyranoside.

Ainsi, la modification de la fonction alcyne terminale des chaines polymere PEI-b-
PiPrOx par du thio-galactose via une réaction thiol-yne est étudiée afin de développer des
polyplexes fonctionnels. Un homopolymére PiPrOx de faible masse molaire et portant une
fonction alcyne terminale sera tout d’abord utilisé afin de mettre au point les conditions
expérimentales (Figure I11.6.a). Puis, 1’étude sera poursuivie par la fonctionnalisation des

copolymeres de type Hpx (Figure 111.6.b).
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a) \A

PiPrOx -PiProx

S

b)

v

PiPrOx-b-PEI -PiPrOx-b-PEIl

Figure 111.6 : Fonctionnalisation de I’alcyne terminale par deux molécules de galactose sur (a)
un homopolymere PiPrOx modele et sur (b) un copolymeére PiPrOx-b-PElI.

.1. Modification de la PiPrOx

Afin d’éviter de consommer abondamment le galactose fonctionnalisé, du benzyl
mercaptan a été utilisé dans un premier temps pour fonctionnaliser I’homopolymére PiPrOx.
Cette fonctionnalisation réalisée dans différents solvants organiques (DMF ou butanol) en
présence de 2,2-Dimethoxy-2-phenylacetophenone (DMPA) et sous lampe UV a permis
I’obtention d’un taux de fonctionnalisation aux alentours de 75 % (soit 1.5 eq. Gal-SH / chaine
polymeére). Cependant, cette stratégie n’a pas été plus développée di a un manque de solubilité

du copolymere PiPrOx-b-PEI dans les solvants utilisés.

Nous nous sommes donc intéressés a la réalisation d’un couplage thiol-yne dans un
mélange eau/éthanol en nous appuyant sur les travaux de Dey et al.}’” La réaction mise en jeu
est présentée sur le Schéma 111.6. L’homopolymére PiPrOx, GwD-110 (5,7 kDa), solubilisé
dans un mélange EtOH/H>0 1/1 v/v est mis en réaction avec le 3-mercaptopropylgalactose en
présence de tert-butylhydroperoxyde (TBHP). Diverses conditions ont été testées. Elles sont

répertoriées dans le Tableau I11.6.

OH
oq O AN
///2;;/}”“' HO%O/\/\SWN

O

OH o
- OH
GWD-110 o

Schéma  I11.6:  Fonctionnalisation = de  I’homopolymére  PiPrOx  par le
3-mercaptopropyl-f-D-galactopyranoside.
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Tableau I11.6 : Couplage thiol-yne sur GwD-110.

Eq thiol/ Time Coupling
Run TBHP/ Glassware Conditions Solvent h) rate
triple bond ( (%)
GwD-125 glass cuvette UVy EtOH/H20 1/1 24 3.6
GwD-125bis 20/0.2/1 glass cuvette 35°C,no UV EtOH/H:0 1/1 24 14
GwD-128 ' quartz cuvette UV EtOH/H.0 1/1 24 27
GwD-145 glass shlenck UV: EtOH 24 53

Activation by TBHP (tert-butylhydroperoxyde); UV1: 365 nm, 4 Watts; UV2: 300 nm, 7 x 35
Watts; [polymer] = 13 mM.

La Figure 111.7 présente le spectre RMN de GwD-128 purifié. Le taux de modification
de I’extrémité alcyne est déterminée par comparaison des signaux des protons 3 des chaines
non modifiées et des protons d des chaines modifiées. En posant f, le taux de fonctionnalisation
de la fonction alcyne, I’intégrale du signal entre 4,18 et 4,30 ppm correspondant aux protons 3
des chaines non fonctionnalisées est proportionnelle & 2H x (1-f) et I’intégrale du signal a 4,15
ppm correspondant aux protons d des chaines fonctionnalisées est proportionnelle a 2H x f.
’Equation 111.4 peut, alors, &tre écrite. Ainsi, un taux de fonctionnalisation de 100 % signifie
que toutes les chaines PiPrOx sont fonctionnalisees par deux 3-mercaptopropylgalactose.
D’aprés Bowman & coll. '8, aprés le couplage du premier thiol sur la triple liaison, une fonction
intermédiaire sulfure de vinyle apparait. 1ls démontrent que la vitesse d’addition du thiol sur
cette fonction est environ 3 fois supérieure a celle d’addition du thiol sur I’alcyne. En supposant
dans notre cas que le bras espaceur propyle entre le sucre et la fonction thiol est suffisant pour
s’affranchir d’une géne stérique, on peut supposer que le couplage deux galactoses par triple

liaison sera favoriseé.
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Figure 111.7 : Spectre RMN de GwD-128 dans D,0O a 20 °C (I’attribution du spectre est faite
en portant des chiffres en orange pour les protons spécifiques aux chaines PiPrOx non
fonctionnalisées, en vert pour les protons spécifiques aux chaines fonctionnalisées et en noir
pour les protons communs aux 2 types de chaines).

Iy1g—a3ppm ©2X (1= f)

14,15 ppm < 2f

14,15 ppm

Equation 111.4 Soit f =
I415 ppm + 14,18-430 ppm

Diverses réactions ont été nécessaires afin de mettre au point des conditions permettant
un couplage satisfaisant. Ces réactions ne sont pas menées dans 1’eau pure car la source
d’irradiation UV apporte de 1’énergie thermique. Celle-ci n’étant pas contr6lée, une
augmentation de la température trop importante, au-dessus de la LCST des PiPrOx, empécherait
une fonctionnalisation correcte des fins de chaine. Le mélange eau/éthanol 50/50 v/v a faible
température permet de s’affranchir de la LCST des PiPrOx. Les réactions ont tout d’abord été
réalisées a I’aide d’une lampe UV de faible puissance pour limiter le dégagement thermique ou
a 35 °C sans irradiation UV pendant 24 h (GwD-125 et GwD-125bis respectivement).

Cependant, les taux de couplage obtenus sont faibles : 3,6 % et 14 % respectivement.
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Afin d’améliorer la fonctionnalisation, 1’influence de la nature de la cuve de réaction a
été étudiée en utilisant une cuve en quartz. Ce changement de verrerie engendre moins de perte

des rayonnements UV et ainsi une amélioration du taux de couplage de 3,6 % a 27 %.

Ce polymeére purifié a été caracterisé par RMN HSQC (Figure 111.8) et analysé par CES
DMF (Figure 111.9). La RMN 2D valide I’attribution du proton d (4,15 ppm) lié au carbone
anomérique d (110 ppm) et la CES monomodale démontre I’absence de couplage entre deux
chaines PiPrOx par mécanisme radicalaire. Cela argumente alors la fonctionnalisation des

chaines PiPrOx par plusieurs résidus galactose.

D,0 4,5,10,

4,5 ° 50 E
§ » 9 &
— e ©)] ~
g o JAVACN 60 -
. o —= 40
—-1_ 0 % ’é\ 770
k - 60
3 ¢ 2 lso
80 <
i
100° [
T T T —100
i 425 4.10
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OH
Figure 111.8 : Spectre RMN HSQCed du copolymére GwD-128 dans D20 a 20 °C.
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Figure 111.9 : Chromatogramme par CES DMF du polymeére GwD-128.

Cependant, la modification n’étant pas totale, une lampe UV plus puissante a été utilisée
dans le but d’améliorer le couplage (ici, un schlenk est utilisé afin de pouvoir le placer dans
I’appareil). De plus, au vu des résultats obtenus précédemment sur la fonctionnalisation des
motifs El par la HNA, cette réaction est réalisée dans 1’éthanol pur. Ces changements de
parameétres ont permis de multiplier par deux le taux de fonctionnalisation puisque 53 % des

chaines macromoléculaires sont fonctionnalisées.

Par conséquent, les conditions de réaction de GwD-145 réalisée dans 1’¢thanol avec la

lampe UV 2 sont celles permettant d’obtenir le taux de couplage le plus élevé.

I.2. Modification des PiPrOx-b-PEI

Les fonctionnalisations des copolymeéres PiPrOx-b-PEI (Hpx) sont réalisées dans
I’éthanol en utilisant soit la lampe UV1 soit la lampe UV2 (Schéma 111.7). Divers ratios
thiol/activateur/alcyne sont utilisés. Les conditions de réaction et les taux de couplage obtenus

sont résumés dans le Tableau I11.7.

oG
H OH H
/*N/\%N\AN/H HOOH _ HO?O%\O/\/\S/\/\ér\l/\/ﬁN\/}N/H

Ygo "o EtOH HO S 5 "o
OH HO?%\

OH
oO

Schéma 111.7 : Fonctionnalisation des Hpx par le 3-mercaptopropylgalactose.
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Tableau I11.7 : Optimisation des conditions de la modification des Hpx de différentes masses
molaires par le 3-mercaptopropyl-5-D-galactopyranoside.

Mn .
Eq thiol/

Polymer  starting [polymer] Coupling
Type Run used  PEL-PIPrO TBHP/ " Method rate
HIFFX triple bond (mmol.L ) (%)
(kg.mol )
GwD-140 20/0.2/1 1.2 uv, ~ 44
Hpeou  GWD-148  SAK-4 15-5.7  20/0.2/1 1.0 uv, =45
GwD-173 40/0.4/1 1.0 uv, ~ 100
GwD-136 20/0.2/1 1.1 uv, 0
Hog.ca GwD-121 8.9-5.7
GwD-174 40/0.1/1 1.0 uv, 0
y GwD-141  SAK-8  4.3-5.7  20/0.2/1 1.2 uv, 0
P&l GwD-175 GwD-98 4257  40/0.4/1 1.0 uv, ~ 33

UV1: 365 nm, 4 watts in quartz cuvette; UV>: 300 nm, 7 x 35 Watts in glass shlenck

Dans ces expériences, 1’évaluation du taux de couplage est complexe. En effet, le signal
des protons en alpha de la triple liaison n’étant pas isolé sur le spectre des polyméres Hpy, le
calcul effectué précédemment ne peut étre appliqué ici. Ainsi, une nouvelle méthode de calcul,
présentée en Annexe 2, a été mise en ceuvre. Cette méthode permet de calculer un taux de
fonctionnalisation des extrémités de chaine. Cependant les résultats sont assez variables d’un
spectre RMN a I’autre. De plus, le signal du proton d se situant proche du signal des protons 4
et 5 des unités répétitives, son intégration est assez imprécise. Par RMN HSQC, il n’a pas été
possible de mettre en évidence le couplage entre le proton anomérique et le carbone anomérique
compte tenu de la masse molaire des copolymeéres. Aucun couplage n’apparait sur le spectre

2D.

Néanmoins, lors des divers essais de couplage thiol-yne, et malgré le calcul de
fonctionnalisation complexe, la réaction GwD-173, Hps.cai, @ permis la modification totale des
extrémités de chaine. Dans le cas des polymeres Hpe et Hpg, la fonctionnalisation est moins

efficace, comme précedemment lors de la modification de ces mémes polymeres par la HNA.

D’autre part, les polymeres Hpx comportant un bloc PEI cationique, ceux-ci ne peuvent
étre analysés en CES DMF afin de vérifier ’absence de couplage entre différentes chaines
macromoléculaires. Ce phénoméne n’ayant pas été observé pour 1’homopolymeére PiPrOx

(Figure 111.9), on peut supposer que cette réaction ne se produit pas dans le cas présent.
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Dans la suite de notre travail, notamment pour les expériences de formulation et de tests
in vitro et in vivo, I’apport de la fonctionnalisation par le galactose sera évalué sur les polymeéres

de type Hps.

Il. Fonctionnalisation par le dansyle

Dans un troisiéme temps, la fonctionnalisation des polymeres par un fluorophore a éeté
¢tudiée. En effet, I’incorporation de fluorophores dans des nanoparticules de polymeres
utilisées pour I’administration de médicament est de plus en plus développée in vitro et/ou in
vivo afin de suivre le devenir des nanoparticules et de réaliser de I’imagerie de diagnostic.® La
stratégie couramment utilisée est I’encapsulation de fluorophores lors de la formation des
NPs.?® Cependant, cette technique a plusieurs inconvénients : la faible encapsulation de
fluorophores ou encore une fuite de fluorophores hors de la nanoparticule faussant I’imagerie
de fluorescence réalisée ensuite. C’est pourquoi la conjugaison covalente du fluorophore a la

chaine polymeére est une stratégie promue afin de mettre au point une technologie robuste.

Ici, nous nous intéressons a un couplage covalent du fluorophore au cours de la
polymérisation des poly(oxazoline)s. Deux stratégies peuvent étre envisagées : soit I’amorceur
porte le fluorophore soit 1’agent de terminaison. Un fluorophore a base de dansyle a été choisi
pour réaliser ces différentes expériences. Divers travaux mentionnent son utilisation en biologie
couplé a des molécules biologiques mais également a des polyméres.?-2 Ainsi, le chlorure de
dansyle sera utilisé en tant qu’amorceur de la polymérisation des oxazolines et le dansyle amide
en tant qu’agent de terminaison. L’objectif de cette partie est de synthétiser des poly(2-méthyl-

2oxazoline)s fonctionnalisées par un groupement dansyle.

a) C|3| b) 'Tle
0=S=0 0=S=0
N N

Figure 111.10 : Structure du chlorure de dansyle (Ds-Cl) et du dansyle amide (Ds-NH>).

II.L1. Synthése de polymeéres fluororescents

Divers polymeres PMeOx ont été synthétisés dans les conditions de réaction habituelles,

soit dans 1’acétonitrile a 80 °C par chauffage conventionnel et sous atmosphére inerte. Les
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amorceurs, agents de terminaison et caractéristiques des divers polymeres obtenus sont

présentés dans le Tableau 111.8.

Tableau 111.8 : Conditions de réaction et caractérisations des poly(2-méthyl-2-oxazoline)s.

5

Initiator & Time? P? M > Mnonwir® M
R | nth n DS
un Quench used ox/I/Q (h) (%) (kg.mol?) (kg.mol?) SEC DMF
(kg.mol?)
p l-OT
GwD-109 ' OPAEYIUIS o910 72 100 5.0 5.0 55 1.18
Morpholine
GwD-17 A”y[')fmn'de 47/1/10 26 98 43 43 45 1.33
- 2
GwD-12 35/1/10 24 62 2.0 3.3 28  1.29
GwD-28 Ds-Cl 35/1/10 24 ; ; 9.5 28 118
GwD-166* Piperidine  35/1/10 24 71 2.3 7.0 34 1.22
GwD-169* 70/1/10 72 84 5.0 15.3 6.4 1.23

I and Q correspond respectively to the initiator and quencher

[MeOX] = 1.5 M
! polymerization time

2 : MeOx conversion determined by '"H NMR
31 Min(th) = ([MeOx] x M(MeOx) x Conversion) / [l]

*: new batch of DsCl

4: determined by '"H NMR

5: SEC in DMF; PMMA standards
& : functionalization in dansyl

Le fluorophore a tout d’abord été introduit via I’agent de terminaison. A 1’issu de la

polymérisation, le polymére GwD-17, PMeOx-Ds, a été solubilisé dans le chloroforme, puis

purifié par précipitation dans le THF et caractérisé par RMN 'H et par CES DMF (Figure

111.11).
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Figure 111.11 : (a) Spectre RMN *H de GwD-17 aprés précipitation ; Chromatogrammes RI et
UV & 254 nm par CES DMF de (b) GwD-17 brut et (c) GwD-17 précipité.

Le spectre RMN H du polymeére purifié donné en Figure I11.11.a ne présente pas de
signaux pouvant étre attribués aux protons aromatiques du dansyle. De plus, alors que le
chromatogramme CES obtenu en RI met en évidence la présence de chaines polymeére (Veiution =
29.6 mL), seul du dansyle libre (Velution = 34.7 mL) est observé en UV (Figure 111.11.b). Nous
constatons qu’apres précipitation la quasi-totalit¢ du chromophore est éliminée (Figure
I11.11.c). Ces résultats mettent donc en évidence 1’absence de fluorophore sur la chaine
macromoléculaire. Le dansyle amide ne permet donc pas de fonctionnaliser les chaines
polymere. Ce résultat peut étre expliqué par une possible introduction d’eau avec 1’agent de
terminaison fluorescent. En effet, malgré les précautions prises (manipulation sous atmospheére
inerte et séchage sous vide pendant plusieurs heures), le solide de dansyl amide reste sous forme

de grains agglomeérés avec un aspect humide suggérant la présence d’eau.
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La stratégie « grafting from » a été ensuite étudié en utilisant le chlorure de dansyle
comme amorceur. Cette technique a permis 1’obtention de divers polymeres Ds-PMeOXx portant
un groupe dansyle en extrémité de chaine. Le spectre RMN H du polymére GwD-166 aprés
purification est donné a titre d’exemple a la Figure 111.12. En plus des signaux habituels, nous
observons des nouveaux signaux entre 7 et 8.6 ppm que 1’on attribue aux protons aromatiques
du résidu dansyle et un singulet & 2.8 ppm qui correspond aux protons 1 des groupes méthyle
substituant 1’atome d’azote. La fonctionnalisation des chaines polymere est également
confirmée par la superposition du chromatogramme RI et du chromatogramme UV en CES du
polymere GwD-28 dialyse (Figure 111.13.a). Toutefois, afin de confirmer que le signal UV du
polymeére est uniquement dd a la fonctionnalisation apportée par le dansyle, un PMeOx sans
fluorophore a été synthétisé (GwD-109) pour comparaison. Les chromatogrammes UV des
polymeres purifiés GwD-109 et GwD-28 obtenus par CES DMF sont tracés a la Figure
111.13.b. Dans le premier cas, aucun signal UV n’est détecté a la longueur d’onde étudiée alors
que, pour GwD-28-D2, une forte réponse du polymere est observée. Ainsi, le signal présent sur
le chromatogramme UV de GwD-28 confirme 1’amorgage de la polymérisation par le chlorure

de dansyle.
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Figure 111.12 : Spectre RMN *H de GwD-166 dans le CDCls & 20 °C.
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Figure 111.13 : (a) Chromatogrammes UV et Rl par CES DMF de GwD-28-D2 et (b)
chromatogrammes UV par CES DMF des polymeéres GwD-109-D2 et GwD-28-D2 (UV = 254
nm).

Malgré la fonctionnalisation évidente des chaines polymere par un groupement dansyle,
nous observons systematiquement un écart entre les masses molaires théoriques des polymeres
et celles obtenues par CES (Tableau 111.8), les masses molaires CES étant légérement
supérieures aux valeurs théoriques. Cet écart a été attribué a un amorcage partiel du chlorure de

dansyle.

En effet, I’analyse des chromatogrammes RI et UV du polymeére GwD-28 a différentes
étapes de purification (Figure 111.14) met en évidence un signal correspondant au polymere
vers 30,3 mL et un signal vers 34,7 mL correspondant a des molécules de trés faibles masses
molaires. L’intensité de ce dernier ne décroit pas apres la 1°© dialyse effectuée contre I’eau, par
contre disparait totalement & I’issu de la 2" dialyse effectuée contre du méthanol. Ce résultat
montre efficacité de la 2" purification, contrairement & la premiére. A la suite de cette
expérience, seule une dialyse contre le méthanol est réalisée pour les autres polymeérisations.
Cette dialyse permet a la fois d’éliminer les petites molécules éluant a 34,7 mL et ’exces de
pipéridine utilisée a 1’étape de terminaison. Ces resultats ont été confirmés en réitérant
I’expérience GwD-28 avec un lot neuf de chlorure de dansyle et en synthétisant un polymere
de masse molaire plus élevée. Pour tous les polymeéres, nous obtenons des chromatogrammes
monomodaux et symétriques avec une dispersité comprise entre 1,18 et 1,29. Ces résultats
semblent indiquer un amorgage partiel, mais pas lent, car aucune trainée vers les faibles masses

molaires n’est visible sur les chromatogrammes RI des polymeéres.

La pureté du chlorure de dansyle a eté suspectee, bien que le fournisseur (ABCR) affiche

une pureté de 97 %. Les 2 lots utilisés ont donc été analyses par spectroscopie HRMS. L’analyse
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du 1* lot a été effectuée plusieurs mois apres la synthése de GwD-12 et GwD-28, alors que
I’analyse du 2" lot a été conduite a réception du nouveau lot pour la synthése de GwD-166 et
GwD-169. Le spectre HRMS du 1* lot est présenté a la Figure 111.15, la seconde analyse étant
donnée en Annexe I11.3. Les deux analyses mettent en évidence du chlorure de dansyle
cationisé par H*. Méme si une petite fraction du chlorure de dansyle a été hydrolysée lors des
manipulations, le composé hydrolysé (Ds-OH) n’est pas détecté en HRMS. En conclusion, il
n’a pas été possible de déterminer la nature du composant éluant a 34.7 mL en CES, qui pourrait
étre responsable de 1’amorcage partiel. Sur les chromatogrammes CES RI, I’air du pic a 34,7

mL représente environ 10 % de 1’aire totale des pics (Aire pic a 345 mL/(Aire picazomL + Aire pica

345mL)).
a) 30 - — GWD-28-b b) 500 - — GWD28.b
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Figure 111.14 : Chromatogrammes (a) Rl et (b) UV par CES DMF du polymére GwD-28 a
différentes étapes de purification (b = brut, D1 = dialyse 1 dans I’eau, D2 = dialyse 2 dans le
méthanol).
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Figure 111.15 : HRMS-ESI du 1% lot de chlorure de dansyle a 10 ug.mL™ dans CHsCN (en
haut : spectre expérimental ; en bas = spectre théorique ; erreur = 0 ppm).

Pour terminer, le polymere GwD-166 a été analysé par Maldi-TOF afin de confirmer la
présence d’une population amorcée par le chlorure de dansyle (Figure 111.16). La population
principale correspond a la structure attendue : le polymére fonctionnalisé par un groupe dansyle
et par la pipéridine est cationisé avec Na*. Cependant, une population issue d’une réaction de
transfert et cationisée par Na™ apparait. Cette analyse n’étant pas quantitative, nous ne pouvons
pas déterminer la population majoritaire de 1’échantillon par cette méthode, cependant, les
analyses Rl et UV par CES DMF montre une unique population correspondant a celle amorcée

par le chlorure de dansyle et permettent, ainsi, d’affirmer que cette population est majoritaire.
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Figure 111.16 : (a) Spectre Maldi-TOF du polymére GwD-166 en mode réflectron et (b) zoom
sur la zone 1100 — 1230 m/z.

Pour conclure, nous avons réussi a synthétiser différents PMeOx portant un groupement
dansyle en extrémité de chaine. Méme si les masses molaires CES des polymeéres sont
Iégérement supérieures aux valeurs theoriques, la distribution des chaines est monomodale et

étroite.

I.L1. Caractérisation des polymeres fluorescents par

spectroscopie

Il est ensuite nécessaire d’analyser ces polymeres par spectroscopie afin d’évaluer leur

fluorescence en vue de leur utilisation en biologie.

Il.L1.a. Spectroscopie UV des polyméres

Dans le but de mettre au point les conditions expérimentales, les spectres d’absorption
UV des polymeres excités a 337 nm ont été enregistrés dans le DMF et comparés a ceux du

chlorure de dansyle et du dansyle amide réalisés a la méme concentration (Figure 111.17).
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Figure 111.17 : (a) Structure du chlorure de dansyle, du dansyle amide et d’une poly(2-méthyl-
2-oxazoline) amorcée par du chlorure de dansyle et (b) spectres UV des molécules dansyle,
d’un polymere amorcé par le dansyle (Ds-PMeOx) et d’un polymére non fluorescent (PMeOx)
(hex =337 nm, C =1,7.10" mol.L}).

A P’inverse du PMeOx non fonctionnalisé, une absorption tres nette est observée dans
le cas du polymere Ds-PMeOx due a la fonctionnalisation des chaines polymere par le
fluorophore dansyle (Figure 111.17.b). Nous constatons que 1’absorption UV de Ds-PMeOx est
du méme ordre de grandeur que celle des fluorophores Ds-Cl et Ds-NH,. De plus, il est
intéressant de noter que le maximum d’absorption du polymere s’approche de celui du dansyle
amide. En effet, si I’on examine I’extrémité du polymeére portant la fonction dansyle, la liaison
S-N crée s’apparente a celle présente dans le dansyle amide. Ainsi, dans la suite de notre étude,

nous comparerons toujours le polymeére Ds-PMeOx aux deux molécules de dansyle.

Il.L1.b. Spectroscopie de fluorescence des polymeéres

Une étude préliminaire de la fluorescence du polymere Ds-PMeOx a été réalisée. Pour
cela, I’intensité de fluorescence en fonction de la concentration a éte analysée par spectroscopie
de fluorescence (Figure 111.18). Les données sont obtenues en relevant, a partir des spectres
d’émission, I’intensité de fluorescence a Aem = 441 nm pour le chlorure de dansyl (Aex = 324
nm) et a Aem = 505 nm pour le dansyle amide (Aex = 333nm) Un exemple est donné en Annexe
I11.4 pour chaque composé a une concentration de 3,71.10° mol/L. Une évolution linéaire de
la fluorescence du polymeére est ainsi observée. Nous observons également que 1’intensité
mesurée dans le cas du polymeére est inférieure a celle observée avec les molécules fluorophore
(Ds-Cl et Ds-NH3). Ce resultat est attribué a un couplage polymeére-fluorophore qui modifie les

propriétés de fluorescence et entraine alors une extinction de celle-ci.
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Figure 111.18 : Evolution de I’intensité de fluorescence en fonction (a) de la concentration en
DsCl et Ds-PMeOx avec Aex = 324 nm et Aem = 441 nm et (b) de la concentration en DsNH et

Ds-PMeOx avec Aex = 333 nm et Aem = 505 nm.

Pour conclure, les polymeéres polyoxazolines fonctionnalisés par un fluorophore

dansyle, Ds-PMeOx, suggerent qu’il est possible de développer une prochaine stratégie de

synthese de polyéthylenimines fluorescentes. Ces polymeres ajoutés lors de la formulation des

polyplexes donneraient la possibilité de suivre le devenir des NPs lors des expériences in vitro

et in vivo et notamment lors du trajet intracellulaire de I’endosome au noyau ou des verrous

scientifiques restent a lever. De plus, une fluorescence pertinente du polymere et une

fluorescence complémentaire du plasmide permettraient de suivre le devenir de chacun.
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Conclusion

Dans ce chapitre, diverses fonctionnalisations des polyméres a base d’oxazoline et/ou

d’éthylénimine ont été étudiées.

Tout d’abord, une fonctionnalisation par des résidus histidine dans le but d’améliorer le
transfert de génes par une augmentation du relargage de 1’endosome dans le cytosol a été
réalisée. Apres la mise au point des conditions de synthése du HNA et du couplage de celui-ci
sur les homopolyméres témoins Thpx, la fonctionnalisation des polymeres Hpx a été réalisée.
Celle-ci a été concluante pour le polymére Hps avec un taux de modification des unités El
compris entre 10 et 18%. Cependant, un taux de fonctionnalisation acceptable des Hps et Hps

n’a pas €té obtenu et est toujours en cours de compréhension au laboratoire.

Puis, le couplage d’un ligand de reconnaissance cellulaire en extrémité de chaine a été
investigué dans une seconde partie, le développement de thérapie ciblée étant aujourd’hui
nécessaire afin d’obtenir des traitements plus efficaces tout en diminuant les effets secondaires.
Une étude a, tout d’abord, été réalisée sur un homopolymere poly(2-isopropyl-2-oxazoline)
dans le but de coupler deux galactoses sur I’extrémité alcyne du polymére par chimie click
(couplage thiol-yne). Une fonctionnalisation de 53 % des chaines a été obtenue sur ce modéle.
En ce qui concerne la fonctionnalisation des copolymeres Hpyx, celle-ci s’est révélée plus
fastidieuse d0 a la transition de phase du polymére observée a haute température et a des
problémes de solubilité. La mise au point des conditions aura permis la fonctionnalisation

d’environ 50 % des chaines macromoléculaires de Hps par deux molécules de galactose.

Enfin, une étude préliminaire portant sur la synthése de polymeéres fluorescents pouvant
étre utilisés en transfert de génes a été réalisée avec la synthese de PMeOx fonctionnalisé en o
par un groupement dansyle. L’hydrolyse de ces polymeéres devrait permettre 1’obtention de PEI
fluorescentes et ainsi la formulation de polyplexes fluorescents ouvrant la voie a des

expériences d’intérét en transfert de génes.

D’autre part, ces fonctionnalisations réalisées indépendamment les unes des autres
auraient tout intérét a étre réalisées sur la méme chaine macromoléculaire. Une plateforme
polymere polyvalente serait alors obtenue et des polyplexes de nouvelle génération pourraient

voir le jour.
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Annexe 111.2 : Méthode de calcul du taux de fonctionnalisation des polyméres Hpx par le 3-
mercaptopropyl-$-D-galactopyranoside.

1) Copolymere PiPrOx-b-PMeOx

@)
5 3 4 Tj/ 7
P A ﬁN@
13

3 m
11
© 12
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Calibration du spectre RMN H du polymére avec les protons 3 : Iz = 2

=» On reléve la valeur de I’intégrale du signal corrélé aux protons 9 :

|H9, copolymére non hydrolysé = A
2) Copolymere PiPrOx-b-PMeOx hydrolysé
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;4\59%“\6/3\ %N 10
N stat N/\ 14
F

Sur le spectre RMN *H du copolymére hydrolysé :

Calcul du taux d’hydrolyse des motifs iPrOx : Hiprox = p % selon I’annexe 11.6.

=>» On calcule I’intégrale que devrait avoir le signal corrélé aux protons 9 si on
pouvait calibrer les protons 3 a 2 (on fait I’hypothése que I’hydrolyse n’a pas
altéré la triple liaison) :
IH9, copolymére hydrolysé, th = A x p %
Cette valeur servira a calibrer le spectre du copolymere fonctionnalisé.

3) Copolymeére Gal-PiPrOx-b-PMeOx

o 12
OH 1,3 4 _H _7 11 13
HO 2 N.6 NJ10
?O%\O/\/\S/\S/t,\l/\%i( Vz\statf im/)]?-’h@l4
HO -
HOli
OH
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Spectre RMN *H du polymére fonctionnalisé :

Calibration du spectre avec Ing, copolymere hydrolyse, th = A X p %

=» On reléve la valeur de I’intégrale g = B

=>» Calcul du taux de fonctionnalisation des chaines polymeére : f = B/2

o
OH 1,3 4 _H _7 11 13
Ho%OMS%N%N%5t3t<N%L 14
HO S n X m-X 0
OH HO f o OHd /C\@ O%\g
Ef7R0o o 9
HO|
OH
4,5,6,7,10,11,8,13,14
a,c,ef,gh,i
12
d b 9
T Lﬁ %o
™M — /
< S S o
~N — o ™
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 . 2.0 1.5 1.0 0.5 0.(
f1 (ppm)
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Annexe 111.3 : HRMS-ESI du 2% lot de chlorure de dansyle a 10 pg/mL dans CH3CN (en haut
: spectre expérimental ; en bas = spectre théorique; erreur = 0 ppm).

140 - - = = GwD-28 (A, =333 nm)
+ = = GwD-28 (A, =324 nm)
—— DsNH,; (Aex =333 nm)
—— DsCl (Aex =324 nm)

120 -

100

80

60

40

Fluorescence intensity (a.u.)

20

350 400 450 500 550 600
A (nm)

Annexe 111.4 : Spectres d’émission du polymére GwD-28 avec Aex = 333 ou 324 nm, du dansyl
amide avec Aex = 33nm et du chlorure de dansyle avec Aex = 324 nm. ([C] = 3,76.10° mol/L).
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Introduction

Comme présent¢ dans le chapitre bibliographique, les études menées jusqu’a
aujourd’hui en transfert de genes in vitro démontrent un bénéfice de la IPEI en comparaison de
la bPELY? De plus, diverses fonctionnalisations chimiques ont été mises au point afin de
développer des polyplexes plus efficaces notamment par I’introduction de multiples ligands
cellulaires, de résidus améliorants I’effet d’« éponge a protons » nécessaire a la sortie de
I’endosome ou encore le greffage de chaines hydrophiles de type PEG afin de rendre furtifs les

polyplexes.3*

Ainsi, dans ce projet, dans le but d’améliorer la transfection, de nouveaux polymeres
polyvalents ont été synthétisés dans les chapitres 2 et 3. Au vu des difficultés rencontrées avec
la PEGylation, de nouveaux polyméres hydrophiles sont étudiés afin de remplacer le PEG.® Les
poly(2-alkyl-2-oxazoline)s étant reconnues comme hydrophiles et biocompatibles,®’ la
synthese de copolymeéres PEI-b-PiPrOx a été réalisée. Puis, leur fonctionnalisation par un ligand
cellulaire de type galactose ou par de I’histidine a été réalisée. Ainsi, une bibliothéque de
familles de polymeres a été synthétisée : des IPEI (TH-px), des IPEI-b-PiPrOx (Heyx), des IPEI-b-
PiPrOx-Galactose (Hpx-car), des IPEI(his) (TH-px-his) ou encore des IPEI(his)-b-PiPrOx (Hpx-nis)
de différentes masses molaires. L’influence de ces modifications sur la formulation des
complexes avec de ’ADNp ainsi que sur 1’efficacité de transfection et la cytotoxicité sont le

sujet des études menées dans ce chapitre.

Dans une premiére partie, la formulation de polyplexes a partir de ces divers polymeéres
et d’un plasmide sera étudiée. Afin de formuler des nanoparticules de taille inférieure a 100 nm,
deux techniques de formulation seront utilisées et comparées : une formulation dite
« classique » par addition d’une solution de polycation dans une solution d’ADNp sous
agitation vigoureuse comme présentée dans le chapitre 1, puis une formulation dite « par
extrusion » par ajout d’une solution d’ADNp via une membrane nanoporeuse dans une solution

de polymere. Ces polyplexes seront caractérises par DLS et cryo-TEM.

Dans une deuxiéme partie, les tests biologiques de ces divers polyplexes sur cellules
puis sur petits animaux permettront de relier les paramétres moléculaires et physico-chimiques

aux résultats biologiques.

Dans ce chapitre, de nombreux polymeres sont utilisés : les polymeres synthétisés au

cours des chapitres 2 et 3 mais également des polymeéres de type PEI en étoile synthétises lors
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d’une précédente étude au sein de 1’équipe. La structure en étoile a 4 branches de ces polymeres
présente un intérét en ce qui concerne la cytotoxicité des complexes, qui est tres réduite. Deux
familles de PEI en étoile ont été utilisees dans ce manuscrit : des PEI en étoile a 4 branches de
masse molaire 8,1, 16,1 et 25,4 kDa, et des PEI en étoile a 4 branches de méme masse molaire
modifiées par I’histidine (% EI modifié¢ = 14,0, 15,9 et 13,5 respectivement). Dans le but de
simplifier la compréhension de ce chapitre, les divers polyméres utilisés sont répertoriés dans
le Tableau 1V.1 pour les polymeres des chapitres 2 et 3 et dans le Tableau 1V.2 pour les
familles de polymeres en étoile. Ces deux tableaux se retrouvent également sur le document

annexe fourni en feuille libre.

Différentes notations sont utilisées au cours de ce chapitre : Mn polymer, Y0PEI, WRpolymer,
WRpgl et N/P. Afin de définir chacun d’entre eux, I’Annexe 1V.1 présente ces diverses

notations et les formules utilisées.
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Tableau 1V.1 : Caractéristiques des familles de PEI-b-PiPrOx et PEI synthétisées au cours des chapitres 2 et 3 et utilisés pour les tests physico-chimiques

et biologiques.

o
° R a{\/j]/ | OY o
== N R N S-Galactose
R\(/\N,}(\/NM {\/\HX mig/\NZ\\} R NXVN%N%VN Nj\ MNX\/ %/\N)/\[
/&1 n \(go H X m-x O&/ S-Galactose
@]
PEI-PiPrOx-Galactose
Mn
Mny, (kg.mol'l) SECDMF Mn (kg.mol'l) o, .
° _ (kg.mol'l) ° Mnth (kg.mol'l) ~ _ % hydronS|s ° o, z o o, z
Type | n°lot (:!\':lti;)x (PMeOx- Type N° lot (PEI-PiPrOX) PEIPF‘PMSOX (MeOx/iPrOx) Type N° lot % couplé | Type N° lot % couplé
iPrOx) PiProx) 1PrOx
GwD-83 19.0-7.0 GwD-95p¢ 9.5-0.4-6.0 97.8/14.5
(7]
2 GwD-140 ~ 44
w P 30-6 H SAK-4 15-6 8.6-2.0-6.9 89/0 " SH-02 10.00 GxD-148 =45
L5 | sakl 19.3-6.9 i e e —
()] T GwD-146 18.70 GwD-173 =100
§. GwD-151 9.0-1.7-6.6 90/4.4
3 GwD-68 14.2-7.0 GwD-82p, 6.9-0.6-6.4 95.7/8.4
g— GwD-85 14.6-6.8 GwD-92 6.9-0.8-6.6 94.6/3
o SAK-2 6.8-0.8-7.2 94.3/0 2
GwD-99 14.5-7.2 <=
Pe |V 20-6 Hps | SAK-7 10-6 6.6-1-7.2 93.3/0 o
‘ a
GwD-118 15.0-7.3 GwD-121 6.8-1.2-7.3 92/0 T | GwD-149 4.3 GwD-136 0
GwD-170 = 8.4 GwD-174 0
SH-01 15.0-7.3 SH-03 6.8-1.4-6.7 90.7/8.7
SAK-5 8.3-7.0 ‘ SAK-8 3.5-1.3-6.5 84.5/5.3 b GwD-150 4 GwD-141 0
Pg 10-6 Hps | GwD-96p¢ 5-6 4.6-1.0-6.9 89/48 & =
GwD-89 9.6-7.3 <
W GwD-98 4.2-1.2-6.5 86/51 T GwD-175 ~33
PMeOx PEI PEI(his)
m o
a Mny, Mn sgc ovr Type n° lot Mny, Mn secomr % hydrolysis | Type N ) % Couplé
E (kg.mol™1) (kg.mol™1) (kg/mol) (kg.mol™}) Reaction
> 21.5 GwD-132 11.0 96.2 GwD-172 11.5
] 30 15
o 21.0 GwD-158 11.0 95.9
o
16.9 GwD-137 8.7 95.6 -
E 20 10 GwD-154 12.8
:IO: 17.3 GwD-160
GwD-138 4.7 94.8 -
10 3.8 : 5 GwD-156 8.1
GwD-143-bis 4.7 95.0
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Tableau 1V.2 : Caractéristiques des familles PEI linéaires et en étoile synthétisées lors d’une

précédente étude dans 1’équipe.

H
|
N
XH m-X
PEI PEl(his)
g Mnin % hydrolysis| Type % Couplé
(]
E (kg/mol)
=
8_ 7.6 99.4 10.6
®
g 36.7 PLL118 15.9 99.1 11.4
=
58.5 PLL119 25.4 99.1 9.4
1 H 1 | R
“OUNR RNy
: : m : XH m-X
— | Star PMeOx .
o Star PEI 4 arms Star PEl(his) 4 arms
€ 4arms
© Mnn Mnth
< |T T % hydrolysi T % C lé
< ype kg/mo) ype kg/mo) % hydrolysis ype o Couplé
S
QE" PLL117 8.1 99.1 14.0
=
8_ 37.1 PLL113 16.1 99.0 15.9
S
©
) 58.6 PLL112 25.4 99.7 135
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Partiel. Formulation des polyplexes

L’objectif de cette partie est de mettre au point des conditions expérimentales permettant
d’obtenir des polyplexes avec un diametre hydrodynamique inférieur a 100 nm puis d’étudier
I’influence de divers parametres sur la taille des polyplexes obtenus. Cette approche peut étre
considérée comme biomimétique puisque 1’on fait I’hypothése que le paramétre de taille des
virus AAV (25 nm)® intervient dans les performances de transfection de ces vecteurs. Se
rapprocher des diameétres des virus utilisés en transfection peut donc étre considéré comme un
objectif utile a I’amélioration de la qualité¢ de transfection des vecteurs synthétisés dans ce

travail.

Afin de formuler ces complexes, un ADN plasmidique, ADNp, de type pTG11033, est
utilisé (Figure V1.1). Ce plasmide codant pour le géne rapporteur (géne produisant une protéine
ou une enzyme pouvant étre quantifiée au laboratoire, par exemple par la mesure de la
fluorescence sur un temps donné ou de D’activité enzymatique) de la protéine luciférase
permettra, en présence de luciférine, I’émission d’une luminescence quantifiable a 1’aide d’un
luminométre. D’une taille de 9572 paires de bases (bp) et contenant un promoteur CMV
(cytomégalovirus) permettant son expression dans de nombreux types cellulaires, ce plasmide
a une masse molaire de 6,34.10% g.mol™? représentative des plasmides contenant des génes

d’intérét thérapeutique tel que le gene codant pour CFTR de 4440 bp.
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Figure V1.1 : Structure du plasmide pTG11033.

Lors de ce projet, deux méthodes de préparation des complexes ont été étudiées. La
formulation « classique » utilisée pour les expériences in vitro ainsi que la formulation par
« extrusion » utilisée ensuite lors d’expériences in vitro et in vivo dont le principe sera présenté

ci-apres.
I.  Formulation classique

I.1. Principe

Dans cette étude, la formulation nommeée « classique » est la technique consistant en un
ajout de la solution de polymeére dans la solution d’ADNp. Elle est utilisee dans de nombreux

laboratoires.

Pour rappel, cet ajout est réalisé par une addition rapide (quelques secondes) de la
solution de polymeére chargé positivement dans la solution d’ADNp chargé négativement sous
agitation rapide (vortex). Lors de ce mélange, le rapport final charges (+) / charges (-) est
généralement supérieur a 1 afin de complexer toutes les molécules d’ADNp présentes en
solution. Lors de 1’ajout d’un polyélectrolyte positif dans une solution de polyélectrolyte
négatif, il y a d’abord un défaut de charge positif, puis un exces une fois I’ajout terminé. Cette

addition implique le passage par 1’¢lectroneutralité (rapport de charge (+)/(=) = 1) engendrant
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alors une potentielle précipitation/aggrégation des complexes formés®). Néanmoins, avec une
agitation rapide permise par le vortex et un ajout de quelques secondes, I’agrégation des
complexes entre eux menant a la précipitation, phénomene lent, peut étre maitrisée. D’autre
part, les polyplexes sont des systémes dynamiques et des réorganisations ont lieu,'° ainsi, aprés
la formulation, un temps d’équilibration de 30 min est respecté avant toute analyse ou utilisation

pour des tests biologiques.

1.2. Résultats

Afin de réaliser les tests de transfection des polymeéres synthétisés, diverses conditions
doivent étre respectées notamment la concentration. Lors de tests in vitro, les formulations sont
réalisées a faible concentration en ADNp (50 pg.mL™). En ce qui concerne les tests in vivo,
comme présenté dans le chapitre 1, une concentration de 1’ordre de 500 pg.mL™, proche de la
concentration C* (concentration limite d’interpénétration des macromolécules), doit étre
respectée. La formulation classique de complexes a ces deux concentrations a été réalisée avec
un polymeére de IPEI fonctionnalisé a 11,4 % par des résidus histidine (PLL-131). Une solution
de polymere est alors ajoutée a une solution d’ADNp sous agitation en respectant les conditions
de concentration et de rapport de charges du Tableau 1V.3. Les résultats obtenus par DLS sont

également présentés dans ce tableau.

Tableau V.3 : Paramétres et analyses DLS de formulations classiques a deux concentrations
a partir d’une PEI(his).

DNA solution Polymer solution [DNA] Polymer/DNA DLS analysis
Run  |[DNA]* V |PEI Mf‘ , YPEI® [Polymer] V th  |WR* WR® N/P®|Dnn’ Dui® PDI
pg.mL-1  mL polymere mg.ml-1 mL | Mmg.mL-1 |nolymer  PEI (nm) (nm)
kg.mol-1
GwD-F-27| 71.4 PLL- 0.5 0.05 154 217 0.11
0.56 131 25.7 0.62 0.24 3 19 14 S
GwD-F-28| 714 5 0.5 precipitation

Solvent for DNA and polymer solution: Hepes 10 mM

! DNA used = pTG11033

> WRpgl = mass of polymer x %PEI / mass of DNA

® N/P = moles of Elta / moles of phosphate

2 M, polymer = M pEIth X (l + %HNA x 232.2 / 43) + Mnpirroxth  Eltotat = Elunmodified + Elmodified by HNA

3 %PEI = M, PEIth/ Mn polymer

4 WRpolymer = mass of polymer / mass of DNA

" Dy n = Dy obtained by DLS in number
8 Dyi= Dy obtained by DLS in intensity

L’analyse des polyplexes formulés & basse concentration (50 pg.mL* en ADNp) montre
des nanoparticules de 154,4 nm en nombre (217,3 nm en intensité). La solution est stable et
homogeéne. Cependant, a haute concentration (500 pg.mL™ en ADNp), une précipitation est

observée : les polyplexes ne sont pas stables en solution et sédimentent.
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Cette limite est imposée par le diagramme de phase et le passage par 1’¢lectroneutralité.
Cette zone est dépassée lors de ’ajout du volume total de la solution de polymere permettant
un exces de charges positives. A faible concentration, 1’agrégation de plusieurs polyplexes entre
eux est peu fréquente car la concentration C* en ADNp n’est pas atteinte et les molécules de
plasmide en solution sont relativement éloignées. Lors de 1’ajout supplémentaire de polymeére
(excés de charges positives), la charge positive de surface permet une répulsion des complexes
entre eux. A haute concentration, de 1’ordre de C*, I’agrégation de polyplexes entre eux est plus
fréquente lors du passage a I’¢lectroneutralité et la redispersion moins favorisée entraine alors

une sédimentation des agrégats formes.

Ainsi, la formulation « classique » sera utilisée lors de la formulation de polyplexes pour
les analyses in vitro nécessitant de faibles concentrations en ADNp : I’hypothése est faite que
la discrimination de vecteurs a ces concentrations dépend peu du mode de formulation. Pour
les concentrations de 1’ordre de 0,5 mg.mL™, une autre technique permettant de formuler une
solution stable de nanoparticules PEI/ADNp d’environ 100 nm a haute concentration doit étre

développée afin d’entreprendre des tests in vivo.

Il. Formulation par extrusion

Dans le but de formuler des polyplexes a haute concentration en ADNp, 1’ajout de la
solution d’ADNp dans la solution de polymere pour contourner la zone d’électroneutralité du
diagramme de phase est envisagé. L’addition simple a déja été tentée par différents groupes de
biologistes, et il est reconnu que les nanoparticules issues de ce mode de formulation ne donnent
pas de résultats positifs en transfert de génes.!* Une nouvelle technique de formulation est
utilisée, inspirée de différents processus biologiques notamment de la translocation des
molécules biologiques a travers les pores nucléaires?®® : il s’agit d’ajouter chaque molécule de
plasmide, une par une, dans une solution concentrée de polymere cationique afin de formuler
de fagon indépendante chaque plasmide en une nanoparticule de fagon consecutive. La maitrise
de cette addition nécessite une compartimentation des solutions, et une entrée de chaque
plasmide un & un dans la solution de polymeére par une « porte », nanopore, n’autorisant le
transfert de molécules que dans un seul sens. L hypothése est faite qu'une fois formulées, les
nanoparticules n’interviennent plus dans le processus de formulation. La concentration
effective de plasmide impliquée dans la formulation est donc celle en sortie du pore, et donc

naturellement inférieure a C*.
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II.1. Principe

L’addition des molécules d’ADNp une a une dans la solution de polymere est permise
par extrusion des ADNp a travers une membrane composée de nanopores de diamétre calibré
(entre 30 et 100 nm). Bien que le volume hydrodynamique des molécules d’ADNp soit
supérieur au diametre des nanopores, la translocation est autorisée par déformation des
macromolécules sous flux. Les macromolécules sont capables de passer a travers les nanopores
sans étre dégradées. Pour permettre leur passage, une pression est appliquée dans le
compartiment contenant la solution d’ADNp. Il a été démontré, par le modéle de succion de P.
G. de Gennes,*® que cette translocation dépend uniquement de la pression et non de la masse
molaire de I’ADNp (ou de son volume hydrodynamique) ou de la taille du pore. Ainsi, la
formulation par extrusion des molécules d’ADNp une par une dans une solution de polymeére

cationique grace a une membrane nanoporeuse est proposée ici.

L’extrudeuse utilisée dans le cadre de cette étude et un schéma de celle-ci sont présentés

en Figure 1V.2.

a) e i , e e e - —— I
| CIS compartment Nanoporous TRANS compartment |
|

DNA solution membrane Polymer solution

b) membrane
prefilters l
N
—{ ADN Polymer ’_
CIS compartment TRANS compartment
_

Extrusion direction

Figure 1V.2 : Systéme d’extrusion utilisé pour les formulations : (a) photo de I’extrudeuse et
(b) schéma.
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L’appareil est constitué de deux compartiments nommés Cis et Trans. Le premier
contient la solution d’ADNp et le second la solution de polymere. La communication entre ces
deux compartiments est assurée par un ensemble de pores paralléles traversant une membrane
en polycarbonate (membrane Nucléopore®). La membrane nanoporeuse contenant des pores de
30, 50 ou 100 nm est placée entre deux pré-filtres métalliques poreux (pores non visibles a 1’ ceil
nu de diameétre inconnu) dans le but de protéger la membrane d’une pression pneumatique
contrélee par un manometre sur le piston Cis. La solution d’ADNp est alors extrudée a travers

la membrane vers la solution de polymere.

Il.2. Etudes préliminaires

Cet instrument étant peu connu, diverses formulations ont été effectuées afin de le
prendre en main. Tout d’abord, une étude concernant la quantification de I’ADNp transloqué a
été réalisée ainsi que des tests de reproductibilité. La résistance de I’ADNp a de tels flux a pu

ainsi étre mise en évidence.

1l.2.a. Quantification de la concentration en ADNp

L’ADNp contenu dans la solution finale du polyplexe est quantifié par un nanodrop
(Nanodrop™ One® Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France). La
concentration en ADNp est déterminée en mesurant 1’absorption de la solution a 260 nm, puis
en exploitant la loi de Beer-Lambert et une courbe de calibration établie au préalable a partir de
solutions d’ADNp de différentes concentrations. Des précedents tests effectués au sein de
I’équipe ont montré que I’ADNp seul en solution ou extrude et complexé a de la IPEI ont une
absorption identique. La présence de polymere dans la solution n’interfére donc pas dans la

mesure.

Néanmoins, il est important de noter que 1’utilisation de polymeres modifiés par des
résidus histidine pourra induire une erreur dans 1’évaluation de la concentration en ADNp, suite
a I’absorption des cycles imidazole a 260 nm. D’autre part, des volumes morts au niveau des
préfiltres (cis + trans) estimés a 230 pL induisent une diminution de la concentration finale en
ADNp en comparaison a la valeur théorique. Dans le but de réduire cette erreur, le préfiltre
correspondant au compartiment cis peut étre placé dans la solution d’ADNp préalablement a
I’extrusion. Néanmoins, le cot trés élevé de la production du plasmide ne permet pas de se
placer dans ces conditions idéales. Le préfiltre cis est donc placé dans une solution d’Hepes 10

mM et le préfiltre trans dans la solution de polymeére. Ce protocole permet de complexer les
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molécules de plasmide, une par une, dés la sortie de la membrane en polycarbonate, mais ne

résout pas le probléme du volume perdu en ADNp.

11.2.b. Intégrité de la molécule d’ADNp

Lors des expériences de formulation par extrusion, la macromolécule d’ADN d’un
rayon de giration d’environ 300 nm dans le cas du pTG11033 (Chapitre 1) doit s’étirer afin de
passer a travers les pores de la membrane d’un diameétre de 30 & 100 nm. La question de

I’intégrité de la molécule d’ADNp en sortie de pore se pose donc.

Afin de vérifier que I’ADNp extrudé n’est pas altéré lors du passage dans le nanopore,
une expérience de transfection avec de I’ADNp extrudé en comparaison a de I’ADNp non

extrudé a été réalisée.

Pour cela, de I’ADNp a été extrudé a travers une membrane de 30 nm dans une solution
d’Hepes 10 mM. Les complexes réalisés par formulation classique avec cet ADNp et son
homologue non extrudé ont été testés in vitro a un rapport polymere/ADNp de 3/1 et a une
concentration en ADNp de 0,05 mg.mL™2. Des efficacités de transfection similaires ont été

obtenues démontrant que la molécule d’ADNp n’est pas altérée lors de 1’extrusion.

Il.2.c. Evaluation de la reproductibilité

Cette technique de formulation étant peu connue, il est nécessaire de connaitre la
reproductibilité des formulations. Par la suite, divers paramétres seront modifiés dans le but de
connaitre leur influence sur les complexes formés, ainsi la déviation non significative entre

deux formulations doit étre évaluée.

Diverses extrusions ont été réalisées en duplicata ou triplicata. L’objectif est de
s’intéresser a la reproductibilité des formulations en déterminant 1’écart type entre les tailles
des polyplexes obtenus dans une série d’extrusions donnée. Un diamétre hydrodynamique
moyen a été determiné par 3 mesures de DLS successives sur une formulation donnée. Puis,
avec des extrusions identiques, 1’écart type des diametres hydrodynamiques a été calculé. Les
résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 1V.4. Dans cette étude, les formulations sont
réalisées avec des polymeéres de IPEI(his) comportant un bloc PEI de 15,9 kg.mol™ ou des PEI
en étoile de masse molaire de 25,4 kg.mol™*. Des membranes en polycarbonate contenant des

pores de 30, 50 ou 100 nm ont été utilisées en appliquant une pression de 1 ou 2 bars.
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Tableau 1V.4 : Evaluation de la reproductibilité des formulations par extrusion d’ADNp dans
une solution de starPEI (PLL112) ou IPEI(his) (PLL131).

DNA Polymer solution Extrusions Polymer/DNA | DLS analysis
solution parameters
RUN ' DNAJE V |PEI%PEI[polymer] V | @ P [DNAwan]t) WR® WR*N/PS| Ditr® D i PDI
Hg.mL-1  mL mg.ml-1 mL nm bar mg.mL-1 polymer  PEI (nm)  (nm)
PLL-FE20 PLL 69 201 0.21
71.4 0.56 112 100 05 0.24|50 2 0.05 3 3 23
PLL-FE20Bis 61 189 0.26
Standard deviation 4.0 6.0
PLL-FE21 82 174 0.24
PLL-FE21bis| 71.4 0.56 Pllilz‘ 100 0.5 024|100 2 0.05 3 3 23| 82 205 0.23
GwD-F-02 79 203 0.22
Standard deviation 1.3 14.2
GwD-F-61 129 207 0.16
393 0.56 62 65 02430 1 0.28 44 27 23
GwD-F-99 135 220 0.19
Standard deviation 3.0 6.5
Mean standard deviation 2.8 8.9
Solvent for DNA and polymer solution: Hepes 10 mM 4 WRpgs = mass of polymer x %PEI / mass of DNA
! DNA used = pTG11033 5 N/P = moles of Elotal / moles of phosphate
2 %PEI = Mn PEI th/ Mn polymer 6 DH n= DH Obtalned by DLS |n number
3 WRpolymer = mass of polymer / mass of DNA " Dyi= Dy obtained by DLS in intensity

Ces formulations sont effectuées des jours différents, par des opérateurs différents (PLL
= Laetitia Plet, GwD = Gwendoline Delecourt). Les analyses DLS conduisent a des tailles de
polyplexes trés proches dans le cas d’extrusions réalisées dans les mémes conditions. Sur
I’ensemble des expériences, les €carts types des diametres hydrodynamiques sont inférieurs a
5 nm si on se référe aux mesures en nombre et sont inférieures a 10 nm si on se référe aux
mesures en intensité. Ainsi, une bonne reproductibilité est obtenue lors de la formulation des
complexes par extrusion quel que soit I’opérateur, le polymere, ou encore la concentration en
ADN utilisée. Dans la suite de I’étude, les analyses par DLS en nombre seront principalement
retenues. Au vu des résultats obtenus ci-dessus, nous estimerons donc que le paramétre étudié
est déterminant dans la formulation des polyplexes si les diametres hydrodynamiques en

nombre different de plus de 5 nm.

11.2.d. Comparaison a une formulation classique

La formulation par extrusion a pour objectif de permettre I’obtention de solutions de
complexes stables et concentrées en ADN ainsi que de réduire la taille des complexes formés

en comparaison a une formulation classique.
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Afin de vérifier I’apport de la formulation par extrusion, des formulations ont été
réalisées avec une IPEI(his) de 15,9 kDa dans les mémes conditions (méme plasmide, méme
polymeére, méme WR) par voie classique ou par extrusion. Deux concentrations en ADNp ont
été utilisées : une concentration faible utilisée pour les tests in vitro et une concentration élevée
utilisée pour les tests in vivo. Les caractéristiques et résultats sont présentés dans le Tableau
IV.5.

Tableau 1V.5: Comparaison de formulations par extrusion ou par voie classique a deux

concentrations en ADN différentes avec une IPEI(his) comportant un bloc PEI de 15,9 kDa et
fonctionnalisée a 11,4 % par I’histidine.

DNA solution Polymer solution Extrusions Polymer/DNA | DLS analysis
parameters
RUN - 'ONAJE V| PEIL %PEI? [polymer] V |@ P [DNAwanchn WR® WR? N/PS|Dyt o Dyt PDI
pg.mL-1 mL mg.ml-1 mL | nm bar mg.mL-1 polymer PEI (nm)  (nm)
GwD-F-22 0.84 | pLL 0.36|30 2 72 162 0.19
714 131 62 0.5 0.05 3 19 14
GwD-F-27 0.56 0.24| - - 154 217 0.11
GwD-F-38 PLL 100 1 164 266 0.20
714 056 L 62 5 0.24 0.5 3 19 14 o
GwD-F-28 - - Precipitation
Solvent for DNA and polymer solution: Hepes 10 mM 4 WRpgs = mass of polymer x %PEI / mass of DNA
! DNA used = pTG11033 5 N/P = moles of Elotal / moles of phosphate
2 %PEI = Mn PEI th/ Mn polymer 6 DH n = DH Obtalned by DLS |n numbel‘
3 WRpolymer = mass of polymer / mass of DNA " Dy i= Dy obtained by DLS in intensity

A basse concentration, la formulation réalisée par extrusion permet 1’obtention de
polyplexes avec un diameétre hydrodynamique moyen en nombre de 72 nm. Par rapport a la
formulation classique réalisée dans les mémes conditions, une diminution de 82 nm est obtenue
grace a I’extrusion. A haute concentration, la formulation classique ne permet pas 1’obtention
de solutions stables comme vu précédemment. La technique de 1’extrusion permet 1’obtention
d’une solution homogene sans agrégats avec des complexes d’un diametre hydrodynamique en

nombre de 164 nm.

La formulation par extrusion permet ainsi un réel apport bénéfique en comparaison a la
formulation classique. D’une part, une diminution de la taille des complexes est observée a
basse concentration. Et d’autre part, pour la premiere fois, des solutions stables sont obtenues
sans sédimentation d’agrégats a une concentration en ADN élevée de 0,5 mg.mL? permettant

d’envisager des études in vivo concurrentielles aux thérapies virales.
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La suite de cette partie s’intéresse a 1’influence des divers parameétres modulables
(mécaniques ou chimiques) lors de la formulation des polyplexes par extrusion dans le but

d’obtenir des complexes inférieurs a 100 nm.

11.3. Paramétrage de I’extrusion

Dans le but d’optimiser les conditions de formulation par extrusion pour obtenir des
polyplexes les plus petits possibles, 1’é¢tude des paramétres variables de I’extrudeuse a, tout
d’abord, été réalisée. Le diamétre des pores peut étre modulé suivant la membrane choisie et la
pression peut étre modifiée a I’aide du manometre. Les tests sont réalisés ici avec une

polyéthylénimine linéaire de 10 kDa (GwD-137).

Il.3.a. Diameétre des pores de la membrane

Trois membranes possédant des tailles de pores calibrés de 30, 50 et 100 nm sont
disponibles au laboratoire. Les membranes contiennent toutes un nombre de pores par unité de
surface constant de 6.10%2pores/m?. Des formulations sont réalisées en utilisant le pTG11033,
une IPEI de 10 kDa et les différentes membranes. Les caractéristiques des extrusions et les
résultats sont présentés dans le Tableau IV.6.

Tableau 1V.6 : Parametres et resultats des extrusions en fonction du diamétre de pore de la
membrane avec une IPEI de 10 kDa.

DNA solution Polymer solution Extrusions Polymer/DNA | DLS analysis
parameters
RUN - IONATL V| PEI %PER2[polymer] V | @ P [DNAwanlinl WR? WR N/PS| Dyt o Dyt PDI
pg.mL-1 mL mg.ml-1 mL | nm bar mg.mL-1 polymer PEI (nm)  (nm)
GwD-F-69 30 93 167 0.20
GwD-F-70| 71.4 0.56 leég) 100 05 0.24|50 2 0.05 3 3 23|92 164 0.19
GwD-F-71 100 85 173 0.21
Solvent for DNA and polymer solution: Hepes 10 mM 4 WRpg = mass of polymer x %PEI / mass of DNA
! DNA used = pTG11033 5 N/P = moles of Elta / moles of phosphate
2 %PEI = Mn PEI th/ Mn po|ymer 6 DH n = DH Obtained by DLS in number
3 WRpolymer = mass of polymer / mass of DNA " Dyi= Dy obtained by DLS in intensity

Le graphique présent en Figure 1V.3 représente 1’évolution des diamétres
hydrodynamiques des polyplexes obtenus en fonction du diametre des pores de la membrane

utilisée.
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Figure 1V.3 : Diamétres hydrodynamiques des polyplexes en intensité et en nombre obtenus
par DLS en fonction du diamétre des pores de la membrane (M pei= 10 kDa, Solvent : Hepes
10 mM). Les écarts types résultent de 3 mesures successives faites sur la méme formulation.

Les analyses DLS montrent que les polyplexes présentent des diametres
hydrodynamiques tres proches, compris entre 85 et 93 nm. La faible différence suggére que le
diametre des pores de la membrane n’est pas un paramétre déterminant dans la formulation des

polyplexes.

Pour la suite des analyses, la membrane de 30 nm sera conservée afin de favoriser une
structure étirée de I’ADNp en sortie de pores lors de 1’extrusion permettant la complexation de

la molécule d’ADN avec le polymere dans une forme plus condensée.

I1.3.b. Pression de I’extrusion

La pression de consigne régulant la force appliquée sur le piston Cis lors de I’extrusion
est le deuxiéme parametre modulable sur I’appareil. Le manometre peut étre réglé entre 0,5 et
10 bars, néanmoins pour notre étude, nous nous sommes limités a une gamme s’étalant de 0,5
a 2bars. (Tableau 1V.7). La Figure 1V.4 représente 1’évolution des diamétres

hydrodynamiques des polyplexes, mesurés par DLS, en fonction de la pression appliquée.
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Tableau IV.7 : Paramétres et résultats des extrusions en fonction de la pression d’extrusion
avec une IPEI de 10 kDa.

DNA solution Polymer solution Extrusions Polymer/DNA | DLS analysis
parameters
Run [DNA]* V | PElI %PEI’[polymer] V | @ P [DNAtans]il WR® WR*N/P5 Dnn® Dn i’ PDI
ug.mL-1 mL mg.mi-1 mL | nm bar mg.mL-1 polymer PEI (nm)  (nm)
GwD-F-72 0.5 81 156 0.21
GwD-F-73 GwD- 1.0 70 159 0.20
714 0.56 100 05 0.24|30 0.05 3 3 23
GwD-F-74 137 15 86 205 0.24
GwD-F-69 2.0 93 167 0.20
Solvent for DNA and polymer solution: Hepes 10 mM 4 WRpgs = mass of polymer x %PEI / mass of DNA
! DNA used = pTG11033 5> N/P = moles of Eliota / moles of phosphate
2 %PEI = Mn PEI th/ Mn polymer 6 DH n= DH Obtalned by DLS |n number
3 WRpolymer = mass of polymer / mass of DNA " Dy i= Dy obtained by DLS in intensity
207 _, - intensity
—eo— number
200 - PR
P e S ~ -
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Figure 1V.4 : Diametres hydrodynamiques des polyplexes en intensité et en nombre obtenus
par DLS en fonction de la pression d’extrusion (Mn polymere = 10 kDa, Solvant : Hepes 10 mM).
Les écarts types résultent de 3 mesures successives faites sur la méme formulation.

Les diamétres hydrodynamiques des polyplexes montrent une dépendance en fonction
de la pression appliquée. A 0,5 bar, des polyplexes d’environ 80 nm en nombre sont obtenus.
Lorsque la pression augmente a 1 bar, une diminution est observée permettant 1’obtention de
complexes de 70 nm. Puis le diamétre augmente lorsque la pression passe a 1,5 et 2 bars.
L’hypothése faite ici est, qu’a faible pression, le flux de la solution du compartiment Cis dans
le compartiment Trans ne serait pas assez important afin de permettre un melange correct dans
le compartiment Trans. L’augmentation de la pression a 1 bar permet ce mélange et ainsi
’obtention de polyplexes plus petits. Cependant, si I’augmentation est trop importante, le flux
trop rapide engendrerait la complexation d’un nombre plus important de plasmides par

polyplexe et ainsi I’augmentation de la taille des complexes.

230



Chapitre 4

En se basant sur ces résultats, les extrusions suivantes ont donc été réalisées a une

pression de 1 bar.

11.4. Influence du vecteur

Pour rappel, la formation d’un complexe par 1’appariement de polyélectrolytes de
charges opposés se réalise en plusieurs étapes.’® L’hypothése est faite que ces étapes mises en
évidence lors des éetudes de Kulkarni se reproduisent lors de I’extrusion. Ainsi, lors de
I’extrusion, la molécule d’ADNp étirée en sortie de pore sera complexée par des chaines
macromoléculaires tres rapidement créant des structures hors équilibre. Puis, un réarrangement
des polyplexes, phénomene avec une cinétique lente, permet la formation de complexes a
’équilibre.”® Dans le but de permettre I’obtention de complexes les plus petits possibles a
I’équilibre, il est nécessaire d’évaluer I’influence des parametres des polyélectrolytes. Le
plasmide étant prédéfini par les besoins biologiques, I’influence du polymére dans la formation

des complexes est étudié.

Les paramétres des vecteurs polymeres pouvant étre modulés étant tres larges, une
sélection a été effectuée. Ainsi, I’influence de la masse molaire, de la fonctionnalisation, de
I’architecture du polymére, ainsi que celle du rapport massique polymére/ADNp (WR) et du
taux de protonation du polymere seront étudiés dans ce manuscrit. L’objectif est d’identifier les
parameétres qui permettront de formuler des polyplexes avec un Dy inférieur a 100 nm. Les
extrusions seront réalisées avec les paramétres mis au point précédemment a savoir des pores

d’un diamétre de 30 nm et une pression de 1 bar.

Les tests ont été principalement réalisés avec une IPElI de 10 ou 15 kDa. Des
formulations a base de IPEI-b-PiPrOx ou de IPEI(his) ont également été utilisées dans cette
¢tude afin d’étudier ’impact de la fonctionnalisation. De plus, certaines extrusions réalisées
préalablement a 1’optimisation des paramétres d’extrusion sont également présentées ici. La
production de plasmide étant couteuse, il n’a pas toujours été possible de recommencer I’étude

dans les conditions optimisées avec une IPEI modele.

11.4.a. Masse molaire du polymere

Le nombre de charges positives par macromolécule étant reliée a la masse molaire de la
chaine PEI est un paramétre pouvant influencer la complexation de I’ADNp et donc la taille des

nanoparticules formées. Schubert et son équipe montrent, notamment, une augmentation du
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diametre hydrodynamique de 120 a 270 nm des complexes formés a partir de IPEI de 0,8 a 25

kDa a un N/P 2,5 par mélange simple des deux polyélectrolytes.®

Ainsi, dans le but d’évaluer I’influence de la masse molaire des polymeres sur la

formulation des polyplexes, différentes extrusions ont eté réalisées avec la bibliothéque de IPEI

a notre disposition. Quatre masses molaires ont été testées, 5, 10, 15 et 25 kg.mol™, couvrant la

gamme de masse molaire habituellement utilisée pour les IPEI comme présenté dans le chapitre

1.3617 De plus, les mémes polyméres fonctionnalisés par I’histidine (entre 8,1 et 12,8 %) ont

également été étudies (Tableau 1V.8). La Figure IV.5 présente 1’évolution des diamétres

hydrodynamiques des polyplexes en fonction de la masse molaire de la IPELI.

Tableau V.8 : Paramétres et résultats des extrusions réalisées avec une membrane de 30 nm
et une pression de 1 bar en fonction de la masse molaire de la PEI.

Extrusion parameters: diameter = 30 nm, pressure = 1 bar
Solvent for DNA & polymer solution: Hepes 10mM

[DNAJh = 0.05 mg.mL*
! DNA used = pTG11033
2%PEI = Mn peirth/ Mn polymer
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DNA solution Polymer solution Polymer/DNA DLS analysis
Run  IpNAl v PEI  Mnprei %PEI?[polymer] V |WR® WR* N/P%| Dun® Dui’ PDI
ug.mL-1 mL kg.mol-1 mg.ml-1 mL  [polymer  PEI (nm) (nm)
GwD-F-76 GwD-138 5 83 151 0.19
GwD-F-73 GwD-137 i 70 159 0.2
714  0.56 100 0.5 024 3 3 23
GwD-F-75 GwD-132 s 78 180 0.2
GwD-F-77 PLL-119 [pwas 91 182 0.21
GwD-F-80 5 69 0.72 4.3 93 161 0.18
GwD-F-78 10 59 0.84 5.1 80 185 0.23
714  0.56 0.24 3 23
GwD-F-101 15 61 0.82 4.9 108 175 0.16
GwD-F-79 25 66 0.76 4.5 129 198 0.14

3 WRpolymer = mass of polymer / mass of DNA
4WRpg = mass of polymer x %PEI / mass of DNA
5 N/P = moles of Elwta / moles of phosphate base

6 Dy = Dy Obtained by DLS in number
" Dy i= Dy obtained by DLS in intensity
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Figure 1V.5 : Diametres hydrodynamiques des polyplexes en intensité et en nombre obtenus
par DLS en fonction de la masse molaire de la PEI (Solvant : Hepes 10 mM). Les écarts types
résultent de 3 mesures successives faites sur la méme formulation.

Concernant les IPEI non fonctionnalisées par 1’histidine (données en bleu), le D en
nombre le plus faible est obtenu pour des polyplexes réalisés avec la IPEI 10 kDa (Dx =70 nm).
L’utilisation de polyméres de masses molaires 5 kDa et 15 kDa conduit a des polyplexes de
I’ordre de 80 nm, soit avec un Dn en nombre plus €levé d’environ 10 nm. Enfin, a plus haute
masse molaire, 25 kDa, les polyplexes sont, en moyenne, 20 nm plus grands qu’avec la IPEI de
10 kDa. Ainsi, il semble important de formuler les polyplexes avec des IPEI ayant une masse
molaire de I'ordre de 10 kDa afin de favoriser la formulation de complexes les plus petits

possibles.

La méme étude a été conduite avec des IPEI histidinylées. Le greffage des résidus
histidine sur la chaine polymere engendre une augmentation de la taille des polyplexes
d’environ 10 nm a faible masse molaire et d’environ 40 nm pour la IPEIl de 25 kDa en
comparaison aux IPEI non fonctionnalisées. Ce résultat est en accord avec la modification
chimique réalisée. En effet, le greffage des résidus histidine apporte une hétérogénéité a la
structure réguliere des chaines IPEI et ralenti alors la dynamique du polyélectrolyte positif au
moment de la complexation, conduisant ainsi a une agrégation plus importante des polyplexes
lors de la phase initiale de formation des complexes. De plus, la structure moins réguliére de
ces polymeres peut entrainer une organisation interne différente des complexes de celle des
complexes formés a partir de IPEI. Néanmoins, la méme tendance est observée : les complexes
les plus petits sont obtenus avec une IPEI(his) contenant un bloc PEI de 10 kDa (80 nm en

nombre).
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11.4.b. Architecture des polyméres

Diverses structures de polymeéres ont été synthétisées au laboratoire avec pour objectif
d’améliorer diverses étapes de la transfection selon la fonctionnalisation réalisée. La

fonctionnalisation de la IPEI a, cependant, une influence sur la complexation de I’ADNp.

En ce qui concerne les PEI en étoile, leur structure plus compacte peut influer sur la

complexation de I’ADNp et former des complexes plus denses (Figure 1V.6.b).

D’autre part, les copolymeres PEI-b-PiPrOx présentent une partie hydrophile pouvant se
placer a I’extérieur des complexes afin de former une couronne hydrophile (Figure 1V.6.c).
Cette couronne hydrophile et neutre doit alors empécher la complexation de nouvelles chaines
polymére lors de la formulation permettant I’obtention de complexes plus petits. Les résultats
de Zhang et al.*® montrent, en effet, une diminution de la taille des complexes formulés avec

un copolymere PEl2skpa-PEGskpa €n comparaison a une PEloskpa.

Dans le cas d’une fonctionnalisation des copolymeres par le galactose, la couronne
hydrophile pourra alors présenter des résidus galactose en surface des complexes (Figure
1V.6.d).

Enfin, la fonctionnalisation par 1’histidine modifiant la structure trés linéaire de la IPEI
modifie la complexation de I’ADNp (Figure 1V.6.e). Une précédente étude de 1’équipe a, en
effet, mis en évidence ce changement d’organisation.’® Ainsi, les caractéristiques des

polyplexes formulés par extrusion avec ces divers polymeres doit étre étudiées.

Legend : PEI PiPrOx Galactose DNA

Figure 1V.6 : Structures supposées des complexes formés a partir des divers polymeéres
fonctionnels : (a) avec une PEI linéaire, (b) avec une PEI en étoile a 4 branches, (c) avec un
copolymére PEI-b-PiPrOx, (d) avec un copolymére PEI-b-PiPrOx fonctionnalisé par du
galactose et (e) avec un polymere IPEI histidinylé.

Les bibliothéques de IPEI, de PEI-b-PiPrOx et de PEI en étoile et de leurs homologues
fonctionnalisés par I’histidine ou le galactose disponibles au laboratoire ont été utilisées. Les

résultats précédents montrant un avantage pour un bloc PEI dans une gamme de 10 a 15 kDa,
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les polymeres dans cette étude présentent tous un bloc PEI de 15 kDa car les fonctionnalisations
ont été realisées de fagon concluante uniquement sur ces polymeéres. Cette masse molaire de 15
kDa en PEI reste tout de méme en accord avec les résultats de la littérature mentionnant de bons

résultats en transfert de génes avec des PEI comprises entre 3 et 25 kDa.®’

Les caractéristiques des polyplexes formulés par extrusion sont présentés dans le
Tableau 1V.9. La Figure IV.7 represente la taille des polyplexes obtenus en fonction de la

structure et de la fonctionnalisation du polymeére.

Tableau V.9 : Paramétres et résultats des extrusions en fonction de I’architecture du polymére.

DNA solution Polymer solution Polymer/DNA DLS analysis
Run Ipnapr v PElI  Mnret %PEI2[polymer] V |WR® WR* N/P5| Duré Dui’ PDI
pg.mL-1 mL kg.mol-1 mg.ml-1 mL  |polymer  PEI (nm) (nm)
GwD-F-75 100 0.50 3 78 180 0.20
714  0.56 15 0.24 3 23
GwD-F-101 61 0.82 4.9 108 175 0.16
GwD-F-86 GwD-151 73 0.69 4.1 94 171 0.19
GwD-F-90| 714 056 | GwD-148 15 69 072 024 44 3 23 | 187 250 0.13
GwD-F-88 GwD-146 42 1.19 7.2 121 244 0.25
GwD-F-87 100 0.50 3 93 157 0.15
714  0.56 16.1 0.24 3 23
GwD-F-89 54 0.92 5.6 139 197 0.11
Extrusion parameters: diameter = 30 nm, pressure =1 bar 3 WRpoiymer = mass of polymer / mass of DNA
Solvent for DNA & polymer solution: Hepes 10mM 4WRpg = mass of polymer x %PEI / mass of DNA
[DNAJh = 0.05 mg.mL* 5 N/P = moles of Elwta / moles of phosphate base
! DNA used = pTG11033 6Dy = Dy Obtained by DLS in number
2%F)EI = Mn PEI th/ Mn po|ymer 7 DH i = DH Obtained by DLS in intenSlty

GwD-132 : linear PEI, GwD-172 : histidinylated linear PEI, PLL113 : star PEI, PLL125 : histidinylated star PEI

300 -

PEI
200 ~ PEI(His)

I Number Intensity

SOSOOOAOO

IPEI PEI-PiPrOx Star PEI

Figure 1V.7 : Diametres hydrodynamiques des polyplexes en intensité et en nombre mesurés
par DLS en fonction de I’architecture du polymeére (Mnpei= 15 kDa, Solvant : Hepes 10 mM).
Les écarts types résultent de 3 mesures successives faites sur la méme formulation.

Tout d’abord, des polymeéres PEI non fonctionnalisés de structure linéaire, en étoile a 4

branches ou portant un bloc hydrophile POx ont été utilisés (données en bleu foncé ou clair).
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Ces différents polymeéres contenant un bloc PEI de méme masse molaire (15 kDa) permettent
I’obtention de nanoparticules dont le diameétre est compris entre 78 et 94 nm. Les polyplexes

les plus petits sont obtenus en utilisant de la IPEI.

Probablement la structure plus homogene des chaines IPEI favorise la complexation
entre les 2 entités et donc la condensation de I’ADNp. L’augmentation du diamétre
hydrodynamique de 16 nm lors de I’utilisation du copolymeére PEI-b-PiPrOx est, cependant,
contraire a la théorie. Différentes hypotheses sont avancées : 1’ajout du bloc hydrophile peut
engendrer une structure interne différente des complexes menant a des complexes de taille plus
¢levée. De plus, ce bloc PiPrOx 1égérement hydrophobe peut s’autoorganiser menant a une
organisation différente des complexes. Une autre hypothese est la masse molaire du bloc
hydrophile qui peut ne pas étre suffisante pour permettre I’obtention d’une couronne protectrice
comme 1’ont observé Zhang et al.'® dans le cas d’un bloc PEG de 2 kDa. Enfin, d’un point de
vue cinétique, I’augmentation de la masse molaire totale du polymére peut entrainer une
diminution de la dynamique des polycations menant a des complexes de tailles plus élevées lors

de la complexation.

Pour la structure en étoile menant a une augmentation du diametre hydrodynamique de

15 nm en nombre, I’hypothése d’une structure interne différente est également faite.

Quelle que soit la structure étudiée, la présence d’histidine induit une augmentation de
la taille des polyplexes. Ces résultats sont en accord avec les résultats précédemment obtenus

avec des IPEl(his) de différentes masses molaires et la précédente étude de 1’équipe.’®

La fonctionnalisation du copolymére PEI-b-PiPrOx par le galactose montre également
une augmentation de la taille des polyplexes de 27 nm en comparaison au PEI-b-PiPrOx non
fonctionnalisé. Cette augmentation de taille n’était pas attendue. En effet, I’ajout d’un ligand
de ciblage en surface des complexes peut augmenter la taille de ceux-ci de quelques
nanometres, cependant 1’augmentation de 27 nm observée ici ne peut pas €tre uniquement
expliqguée par ce phénomeéne. L’enchainement carboné hydrophobe formé lors de la
fonctionnalisation engendrant une structure différente des complexes pourrait étre une

explication a cette augmentation.

I1.4.c. Rapport massique polymeére/ADNp

Les formulations sont généralement réalisées a un rapport massique 3/1 ou 6/1

polymere/ADNp. Lorsque le polymeére est une PEI (linéaire ou branchée), cela correspond a
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des rapports N/P (nombre d’atomes d’azote des motifs EI / nombre de groupes phosphate de
I’ADNp) de 23 ou de 46 respectivement. Le rapport charges (+) / charges () est corrélé au
rapport massique polymére/ADNp (weight ratio, WR). En effet, a un pH donné, la protonation
des polyélectrolytes étant fixe, si une quantité de polymére plus importante est ajoutée alors le
rapport charges (+) / charges (—) augmentera également. La formulation des complexes est
influencée par ce rapport comme le montre notamment la publication de Zhang et al.

L’utilisation de rapports N/P croissants permet une diminution des tailles des complexes.

Dans cette étude, I’influence du WR sur la formulation des polyplexes dans le cas d’une
IPEI et d’une IPEI(his) est étudiée. Dans le tableau, deux WR sont mentionnés. Le premier,
noté WRpolymer, prend en compte la masse totale de polymere. Le deuxieme, noté WRpg, est
calculé en ne considérant que la masse du squelette macromoléculaire PEI, c'est-a-dire que le
poids apporté par les résidus histidine n’est pas pris en compte. Par exemple, une IPEI de 10
kDa modifiée & 10 % par des résidus histidine a une masse molaire totale de 15.4 kDa. Le
pourcentage en poids du squelette macromoléculaire est alors de 65%. Il faut donc prendre en
compte la variation importante de la masse molaire du polymeére apres fonctionnalisation lors
de la formulation, puisque le rapport N/P est fortement impacté si uniquement le WRpolymer €St
utilisé.

L'étude a ainsi été effectuée & un WRpolymer 3/1 et 6/1 mais également & un WRpg de 3/1
et 6/1 (Tableau 1V.10). La Figure 1V.8 représente la taille des complexes formulés aux
différents WRpolymer €t WRPpEI.
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Tableau 1V.10 : Paramétres et résultats des extrusions en fonction du ratio massique
polymére/ADNp avec une IPEI et une IPEI(his) comportant un bloc PEI de 10 kDa.

DNA solution Polymer solution Polymer/DNA DLS analysis
Run  IipNAr v PEI  Mnpei %PEI2[polymer] V |WR® WR* N/PS| Dun® Dui’ PDI
ug.mL-1 mL kg.mol-1 mg.mil-1 mL |polymer  PEI (nm) (nm)
GwD-F-85 0.3 1.7 17 134| 90 162 0.19
GwD-F-73| 714 056 EeWsmkyl 10 100 0.5 02430 30 23| 70 159 0.20
GwD-F-81 1.0 6.0 6.0 46.1| 71 168 0.22
GwD-F-83 0.5 30 17 136| 96 156 0.13
GwD-F-78 0.85 51 30 232| 80 185 0.23
714  0.56 10 59 0.24
GwD-F-84 1.0 6.0 35 273 101 162 0.13
GwD-F-82 1.7 102 6.0 463 | 97 156 0.14
Extrusion parameters: diameter = 30 nm, pressure =1 bar ~ 3WRpoiymer = mass of polymer / mass of DNA
Solvent for DNA & polymer solution: Hepes 10mM 4*WRpg| = mass of polymer x %PEI / mass of DNA
[DNAJ = 0.05 mg.mL™? 5> N/P = moles of Elita / moles of phosphate base
! DNA used = pTG11033 6Dy = Dy Obtained by DLS in number
2 %PEI = Mn PEI th/ Mn p0|ymer 7 DH i = DH Obtained by DLS in intenSlty
a) 250 - ) . b) 250 - , :
===- Intensity =—— Number PEl  PEI(His) ===- Intensity —— Number PEl  PEI(His)
200 A 200 -
o —--r-—_-_:-_.: ————————— .
150 A £ 150 1
£ £
& 100 3 8 100 3
d
50 | ! 50 -
O T T T 1 O T T T T T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 10
WRPEI/DNA WRPonmer/DNA

Figure 1V.8 : Diametres hydrodynamiques des polyplexes en intensité et en nombre mesurés
par DLS en fonction (a) du ratio massique PEI/ADNp et (b) du ratio massique polymére/ADNp
(Mnpei= 10 kDa, Solvant : Hepes 10 mM). Les écarts types résultent de 3 mesures successives
faites sur la méme formulation.

Tout d’abord, pour les deux polyméres IPEI ou IPEI(his), les polyplexes les plus petits
sont obtenus pour un WRpg de 3. En effet, a plus bas WRpgi, I’excés de charge positive n’étant
pas assez important, des polyplexes de Dn plus élevés sont obtenus. Cela est tout a fait en accord
avec le diagramme de phase présenté dans le chapitre 1. Lorsque qu’un WRpg| trop proche de
I’électroneutralité est utilisé, ici 1,7, des agrégats peuvent étre formés da a la faible répulsion
des polyplexes entre eux. Un WRpg| supérieur permet une stabilisation des polyplexes formés
par I’excés de charges positives en surface. A des WRpgi Supérieurs a 3, aucune influence n’est

observée pour la IPEL. En revanche, une augmentation du Dn est observée pour la IPEI(his)
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pouvant étre expliquée par la perte d’organisation interne des polyplexes en présence de résidus

histidine comme mentionné précédemment.

Ainsi, il est nécessaire de conserver un WRpg; minimal, mais suffisant, dans le but
d’obtenir des polyplexes avec un Dy faible. Aprés fonctionnalisation des chaines PEI, il est
important d’évaluer la variation de la masse molaire du polymere et de calculer WR par rapport

au pourcentage massique de PEI contenu dans le polymere.

I1.4.d. pH

La complexation du vecteur polymére avec I’ADNp est dépendante du rapport N/P
comme le montre I’étude précédente. Il est, en effet, nécessaire d’avoir un exces de charges
positives par rapport aux charges négatives portées par I’ADNp afin de permettre une bonne
complexation et condensation des macromolécules d’ADNp. Cependant, la protonation des
amines des motifs éthylénimine a été montrée comme dépendante du pH. A pH 7,4, 15 % des
amines sont protonées et a pH 5, ce taux de protonation augmente a 45 %.!! Les chaines PEI
portent donc plus de charges positives a pH acide. Ainsi, cette propriété peut étre mise a profit
afin d’accélérer la cinétique de complexation de I’ADNp en sortie de pore en utilisant un méme
WRepE!

Dans le cadre de cette étude, des formulations sont réalisées avec une PEI-b-PiPrOx de
20,6 kDa (PEI = 15 kDa) ainsi qu’une IPEI(his) de 25,7 kDa (PEI = 15.9 kDa). Les solutions
de polymere sont a pH 7 ou a pH 4,5 afin d’évaluer I’influence du taux de protonation des
chaines polymeére sur la formation des complexes ADNp/Polymere. Aprés extrusion, la
formulation est laissée au repos pendant trente minutes, puis le pH est ajusté a 7 si nécessaire
avant I’analyse DLS (cet ajustement n’est pas toujours nécessaire car 1’ajout de la solution
d’ADNp tamponnée par I’hepes 10 mM lors de ’extrusion permet, dans certains cas, le

réajustement du pH).
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Tableau IV.11 : Parametres et résultats des extrusions en fonction du pH de la solution de
polymere.

DNA solution Polymer solution Polymer/DNA DLS analysis
Run  [DNA]* V | PEI  Mapel %PEI’[polymer] V  |WR® WR® N/P®| Dur® Dui PDI
Hg.mL-1  mL kg.mol-1 mg.ml-1 mL P polymer PEI (nm) (nm)
GwD-F-44 7 208 0.17 139
714 056 |SAK-4 15 72 05 024 3.0 22 17
GwD-F-45 45 179 0.23 76
GwD-F-13 7 180 0.15 117
714 0.56 PLL131 159 63 05 024 30 19 14
GwD-F-22 45 162 019 72

Extrusion parameters: diameter = 30 nm, pressure = 1 bar
Solvent for DNA & polymer solution: Hepes 10mM
[DNAJ = 0.05 mg.mL*

1 DNA used = pTG11033

29PEI = M pei th/ Mn polymer

3 WRpolymer = mass of polymer / mass of DNA
4WRpg = mass of polymer x %PEI / mass of DNA
5> N/P = moles of Eli / moles of phosphate base

6 Dy n = Dy Obtained by DLS in number

" Dy i= Dy obtained by DLS in intensity

— — Intensity =--- Number
250 -
200 - -
T 150 - 1
= -
p 3
0 100 A
50 A
0 T T T T 1
3 4 5 6 7 8

Polymer solution pH

Figure 1V.9 : Diamétres hydrodynamiques des polyplexes en intensité et en nombre obtenus
par DLS en fonction du pH de la solution de polymeére (Mn pei= 15 kDa, Solvant : Hepes 10
mM, analyses a pH 7). Les écarts types résultent de 3 mesures successives faites sur la méme
formulation.

Quel que soit le polymere testé (PEI-b-PiPrOx ou IPEI(his)), une augmentation du
diamétre hydrodynamique des complexes est observée avec le pH. Ainsi, la densité de charge
de la chaine PEI influence la complexation de I’ADNp : a plus haute densité de charge (pH
acide), les polyplexes obtenus sont plus petits. De plus, la plus grande quantité de charges
positives peut limiter ensuite 1’agrégation des complexes entre eux. Une amélioration de la

cinétique de complexation semble donc avoir lieu a pH acide.
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Il.5. Cryo-TEM

Les complexes ont été analysés par cryo-microscopie électronique a transmission (Cryo-
TEM) dans le but d’observer la structure des polyplexes et de compléter les informations

obtenues lors des analyses de tailles réalisées par DLS.

Deux formulations réalisées par extrusion (GwD-F-49 et GwD-F-45) avec des
copolymeéres PEI-b-PiPrOx a deux concentrations en ADNp (0,05 mg/L, concentration utilisée
pour les analyses in vitro, et 0,5 mg.mL™, concentration utilisée pour les analyses in vivo) ont
été analysées. Parallélement, deux formulations classiques ont été réalisées dans les conditions
habituelles d’une observation par microscopie soit 0,2 mg.mL™* en ADNp avec un copolymeére
PEI-b-PiPrOx (GwD-82) et une IPEI (PLL118). Le Tableau 1V.12 résume les caractéristiques
des différentes formulations et la Figure 1V.10 présente les structures obtenues pour les
différentes formulations.

Tableau 1V.12 : Parametres des formulations classiques et par extrusion pour analyses Cryo-
TEM.

DNA - Polymer/ .
solution Polymer solution DNA DLS analysis Cryo-TEM
— ':'Z\ © — —_
Run (&% _| _ o= 895 _ |2E|&t 5 ,.|E E _
S>3 o LB W Ess>Fr|BE s &S S 5| B
=2 ~ (=2 (=] = ~ ~
82 =2 X gSE Dgi = EI
49+8&
NN} 25 100 3.0 3.0 23] - - -
Classic | - - - - - 7] 02 (97 £21)x(23 £ 3)
GwD-82 10 64 3.0 19 14| - - - 153+71
GwD-F-49|714 5 45/ 05 207 389 0.34 103 £ 25
0.56 | SAK-4 15 72 0.24 3.0 22 17
GwD-F-45|71.4 0.5 45| 0.05 76 179 0.23 77+15
Extrusion parameters: diameter = 30 nm, pressure =1 bar ~ 3WRpoiymer = mass of polymer / mass of DNA
Solvent for DNA & polymer solution: Hepes 10mM 4WRpg = mass of polymer x %PEI / mass of DNA
! DNA used = pTG11033 % N/P = moles of Elyar / moles of phosphate base
29%PEI = Mnpei th/ Mn polymer ® Dy n= Dy Obtained by DLS in number

" Dyi= Dy obtained by DLS in intensity
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Figure 1V.10 : Images Cryo-TEM des polyplexes a base de (a) IPEI et (b) copolymére PEI-b-
PiPrOx obtenus par formulation classique et a base d’un copolymére PEI-b-PiPrOx (c) GwD-
F-49 et (d) GwD-F-45 obtenus par extrusion.

D, =103 + 25 nm D

H average

Tout d’abord, les complexes formés par formulation classique avec une IPEI 25 kDa
(Figure 1V.10.a) sont organisés sous forme de tores ou de batonnets. Les objets ont une taille
de 49 + 8 nm de diamétre en moyenne pour les tores et de 97 + 21 nm x 23 + 3 nm en moyenne
pour les batonnets. De plus, comme habituellement observé avec ce type de polymére,? une
organisation interne peut étre observee dans le zoom par la présence de « stries » blanches et

témoigne d’une forte interaction ADNp/polymeére. Les complexes sont donc trés stables.

Dans le cas des complexes formulés par formulation classique avec un copolymere PEI-
b-PiPrOx (Figure 1V.10.b), une seule population d’objets plus ou moins sphériques est
obtenue. Il n’y a plus d’organisation sous forme de tores ou de batonnets. De plus, 1’organisation

interne est moins visible et des complexes de diameétre plus grand sont obtenus en comparaison
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aux polymeres IPEI. Ces différentes observations sont en lien avec 1’ajout du bloc hydrophile
PiPrOx et confirme I’hypothése d’une organisation différente faite précédemment lors de

I’étude de I’architecture des polymeres.

En ce qui concerne les formulations réalisées par extrusion avec un copolymére (Figure
IV.10.c et d), des objets plus ou moins sphériques sont également obtenus ainsi que quelques
tores. Comme précédemment, la structuration interne des complexes est cependant moins

visible.

Les tailles des complexes en fonction du type de formulation peuvent étre comparées.
Premierement, les diameétres calculés sur les images Cryo-TEM des complexes réalisés par
extrusion avec un copolymeére comportant un bloc PEI de 15 kDa (Figure 1VV.10.c et d, 103 £+
25 nm et 77 + 15 nm respectivement) sont inférieurs a ceux observés dans le cas de la
formulation classique avec un copolymere composé d’un bloc PEI de 10 kDa (Figure 1V.10.b,
153 £ 77 nm). Méme dans le cas de la formulation GwD-F-49, réalisée a une concentration en
ADNp plus élevée (0,5 mg.mL™) que celle utilisée dans la formulation classique (0,2 mg.mL"
1), des objets plus petits sont tout de méme observés en comparaison a la formulation classique.
Enfin, par rapport aux résultats DLS, les diamétres obtenus par Cryo-TEM sont inférieurs dans
le cas de GwD-F-49 et identique dans le cas de GwD-F-45. Ces résultats sont en accord avec

les observations genéralement faites sur des nanoparticules.

1.6. Bilan des conditions expérimentales de I’extrusion

Les études menées sur cette nouvelle technique de formulation montrent un bénéfice en
comparaison a la formulation classique. La formation de polyplexes de tailles inférieures a 100
nm est un atout afin de passer plus facilement les différentes barrieres biologiques auxquelles
sont confrontées les complexes lors des étapes de la transfection. Comme le démontre 1’étude
de Dong et coll.?!, dans une gamme de nanogels de PEI de 38 a 167 nm, les meilleurs résultats
de transfection sont obtenus avec les nanogels de 75 et 87 nm sur 4 lignées cellulaires

différentes.

Pour obtenir les polyplexes les plus petits possibles, il est nécessaire, d’apres les études
précédentes de respecter certains paramétres permettant d’optimiser la complexation et
notamment la formation des complexes primaires en sortie de pore. Le Schéma 1V.1 présente
les différents événements de I’arrivée d’un plasmide dans la solution d’ADN. Nous pouvons

relier I’impact des parametres étudiés a ces évenements.
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En effet, en ce qui concerne les solutions de polymere, un pH acide de 4,5 augmente le
nombre de charges positives portées par chaque macromolécule. Ainsi, en comparaison a une
formulation a pH 7, le nombre de chaines macromoléculaires nécessaires a la complexation des
plasmides est moins important a pH 4,5. La premiére étape de la complexation reliée a la
constante de vitesse ki (Schéma 1V.1.a) qui s’effectue en sortie de pore est alors modifiée. Si
cette constante de vitesse ki est trop faible en comparaison de ko, la concentration C en plasmide
en sortie de pore est supérieure a la concentration d’enchevétrement C* (Schéma 1V.1.b). La
complexation qui suivra engendrera alors la formation de polyplexes contenant plusieurs
ADNp. Il est donc nécessaire que ki soit supérieur a ko afin de diminuer la formation de
complexes contenant plusieurs plasmides. Diminuer le pH favorise cette complexation plus
rapide et nécessitant moins de macromolécules polymeres. Les complexes alors obtenus sont
plus petits. La limite inférieure de pH est naturellement celle permettant une protonation
maximale des fonctions amines des différentes chaines polymere (a pH 4,5, ce phénomene est

pratiqguement atteint) tout en évitant de dénaturer le plasmide.

D’autre part, la taille de pore de 30 nm ainsi que la pression de 1 bar permettent de
favoriser un étirement plus important du plasmide dans les pores et permettent un flux important
de matiere en sortie de pore favorisant le mélange des solutions dans le compartiment trans. Si
ce flux est trop faible, les pores étant proches les uns des autres, les plasmides se placent, en
sortie de pore, a une concentration supérieure a C* (Schéma IV.1.b). Les complexes formés
par la suite seront donc de tailles importantes. Une seconde contribution du flux de matiere en
sortie de pore est de permettre aux complexes formés en sortie de pore (Schéma 1V.1.a) de
s’éloigner de la membrane afin de former les nouveaux complexes. Néanmoins, un flux trop
importante ne permettra pas la formation de complexes primaires en sortie de pore, mais plus
loin dans le compartiment trans. Les polyplexes se formeront donc en solution comme lors

d’une formulation classique et seront alors de taille importante.
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Schéma 1V.1 : Tllustration schématique de I’ADNp en sortie de pore : (a) complexation avec
un polymere dirigée par une constante de vitesse k1, (b) interpénétration de deux plasmides (C >
C*) dirigée par une constante de vitesse ko.

D’autre part, en ce qui concerne les solutions de polyélectrolytes, une attention sera
portée au WR. Il est important de réaliser les calculs en fonction du WRee| et non du WRpolymere
afin de prendre en compte uniquement la partie permettant une complexation de I’ADN. Un
WRpe minimal de 3 devra étre respecté afin d’avoir un exces de motifs EI suffisant pour la

complexation des plasmides.

Le choix du polymére impacte également le diametre des objets obtenus. La
fonctionnalisation des chaines PEI par le couplage avec des polymeéres hydrophiles (PEI-b-
POX), des résidus histidine, ou encore du galactose engendre la formation de polyplexes plus
grands a un WRpe) egal. Cela a déja été observe dans le cas de formulations classiques avec des
polyméres IPEI et IPEI(his).’® Néanmoins, ces diverses fonctionnalisations ayant pour but
d’améliorer la transfection, il sera nécessaire d’évaluer le bénéfice de ces fonctionnalisations

en transfection par rapport a I’augmentation de taille des polyplexes, qui reste parfois modérée.

Enfin, la concentration en ADNp impacte également la taille des polyplexes. La
viscosité des solutions de polymere et d’ADN qui est augmentée lors de la formulation a haute
concentration ou encore la plus grande quantité de polyplexes par volume peuvent diminuer la
répulsion des complexes entre-eux. C’est ce que montre Miiller et al.? en 2011. Ils suggérent
en effet que la concentration plus élevée en polyelectrolytes conduit a une diminution de la

répulsion électrostatique des complexes primaires et a un grand nombre de complexes primaires
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par volume. Des complexes secondaires de taille plus importante sont alors obtenus. Cependant,
ce parametre ne peut étre optimisé, ce dernier étant imposé selon le type d’analyses biologiques

visé (in vitro ou in vivo).
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Partie Il. Evaluation biologique des polyplexes

Dans cette deuxieme partie, des tests in vitro et in vivo sont réalisés afin d’évaluer
’efficacité de transfection et la toxicité des nouvelles familles de polymeéres synthétisées. Les
deux techniques de formulation (formulation classique versus extrusion) seront également
comparées au cours des tests in vitro. Nous faisons 1’hypothése initiale que 1’ordre d’efficacité
de transfection des vecteurs n’est pas influencé par le mode de formulation. Aussi, nous
considérons, a cette étape du travail, que les vecteurs performants in vitro par formulation
classique le sont aussi lorsque la formulation est menée par extrusion. Ce point permet d’éviter
un nombre important de formulations qui, dans le cas de 1’extrusion, consomme une quantité
importante d’ ADNp. Nous convenons que des études ultérieures devront étayer ces hypotheses.
Enfin, les résultats du précédent paragraphe indiquent que lors de formulations classiques, les
concentrations accessibles en ADNp sont trés inférieures a 0,5 mg.mL™? afin d’éviter une
précipitation des polyplexes. Pour les tests in vivo qui doivent étre menés a des concentrations
de 0,5 mg.mL?, seule les formulations par extrusion issues des vecteurs les plus performants

mis en évidence par tests in vitro seront utilisées.

Pour rappel, la POxylation permise par les copolyméres PEI-b-PiPrOx présente
plusieurs intéréts pour les expériences biologiques. Tout d’abord, I’ajout d’un polymere
hydrophile biocompatible réduit la toxicité connue de la PEIL.'® De plus, la formation de
polyplexes furtifs a, pour but, lors d’expériences in vivo, d’augmenter le temps de circulation
des complexes dans I’organisme afin de favoriser la transfection.?® Ainsi, cette partie cherche a
montrer 1’apport des nouveaux copolymeres PEI-b-PiPrOx lors de la transfection des cellules
in vitro et in vivo. Un intérét sera également porté aux fonctionnalisations histidine et galactose

des polymeéres PEI-b-PiPrOx et IPEI témoins.

Dans ce projet, les organes cibles sont les poumons et le foie. Il a été montré dans un
précédent chapitre que lors d’injections systémiques, le parcours d’un vecteur passe en premier
lieu par le coeur, puis les poumons et ensuite le foie. Le mode d’administration par voie
systémique est donc pertinent pour 1’objectif du projet. Dans un but d’efficacité et de
satisfaction de 1’objectif de tests in vivo, les tests in vitro seront réalisés essentiellement sur des
cellules HepG2, cellules d’hépatoblastome humain (cellules cancéreuses du foie). Des tests

ultérieurs sur cellules pulmonaires devront étre considérés.

Dans les divers tests biologiques, une PEI de My 25 kDa fonctionnalisée par I’histidine

a16% (PTG1®, Polythéragéne, Evry, France) est utilisée comme référence.
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l. Tests in vitro

I.1. Etude des polyplexes de PEI-b-POx et /PElI témoins

Avant de mener les tests in vitro de cytotoxicité et d’efficacité de transfection, les
parametres physico-chimiques des complexes (électrophorése et DLS) seront étudies afin de

déterminer les WRpg| permettant une complexation efficace de I’ADN.

I.1.a. Formulation classique des polyplexes

Les polyplexes sont formulés par voie classique a différents WR en PEI selon les
conditions habituellement utilisées dans 1’équipe.?* Les paramétres de formulation (volumes et
concentrations) sont présentés en Annexe 1V.2 pour une IPEI non fonctionnalisée et pour les

polymeres a base de PEI fonctionnalisées.

I.1.b. Electrophoreése sur gel d’agarose des formulations

I.1.b.i. Principe

Les analyses par électrophorése sur gel d’agarose sont également nommées « retard sur

gel » ou electrophoretic mobility shift assay (EMSA) en anglais.

Nous rappelons que cette expérience permet de déterminer si I’ADNp est suffisamment
complexé par le polymeére au WR utilisé. Une séparation électrophorétique est réalisée sur un
gel d’agarose ou de polyacrylamide sur une période de 30 min. Cette expérience met en jeu les
vitesses de migration sous un champ électrique de I’ADNp seul en comparaison a un complexe
polymere/ADNp. Ces vitesses sont dépendantes de la charge de surface et de la taille des objets.
De I’ADNp non complexé migrera plus vite qu’un complexe polymere/ADN. Afin de permettre
un suivi de la migration, un intercalant de I’ADN, le Sybr safe DNA Gel Stain, est ajouté dans
le gel d’agarose. Lors de son interaction avec les paires de bases de I’ADN, une fluorescence

est émise permettant un suivi par UV.

Les différentes formulations, le marqueur de taille standard ainsi que le plasmide libre
sont ajoutés dans les puits contenus dans le gel avec ajout d’un tampon de charge (glycérol et
bleu de bromophénol). Un champ électrique est appliqué et une migration de la cathode vers
I’anode a alors lieu. Aprés migration, le gel est observé sous UV afin de révéler les différentes

bandes de migration.
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Pour exemple, la Figure 1V.11 présente le gel obtenu pour les complexes formulés avec
un copolymere PEI-b-PiPrOx (SAK-4) et du pTG11033 en fonction du WR polymére/ADNp.
La premiere piste de migration présente le marqueur de taille standard et la derniere piste montre
la migration du plasmide seul. Le marqueur (mélange de protéines ou d’ADN de différentes
masses molaires) permet de déterminer la masse molaire de ce que 1’on fait migrer. Dans cette

étude, il n'a pas été exploité
Différents cas peuvent étre observés sur les retards sur gel :

- Une bande de migration avec souvent une trainée : I’ADNp n’est pas complexé au
polymere ou tres mal (SAK-4/pTG11033 WR = 1/1).

- Un signal de fluorescence est observé dans le puits mais sans migration : ’ADNp
est complexé au polymeére mais I’intercalant peut tout de méme interagir avec le
plasmide, le complexe ne le protege donc pas totalement (SAK-4/ADNp WR = 3/1).

- Aucun signal de fluorescence n’est observé sur la piste : I’ADNp est trés bien
complexé car inaccessible au sein du polyplexe pour I’intercalant (SAK-
4/pTG11033 WR = 6/1).

SAK-4 PTG
1/1 | 3/2 | 6/1 | 11033

—
u ‘| |Migration

direction

REF

v

Figure 1V.11 : Exemple d’électrophorése des complexes SAK4/pTG11033 a differents WR
(1/1, 3/1 et 6/1) avec une référence de masses molaires en piste 1 et I’ADNp libre, pTG11033,
en piste 5.

L’analyse des différentes pistes permet de déterminer le WR polymere/ADN donnant
lieu & une bonne complexation de I’ADNp, Nous considérons que celle-ci est obtenue
lorsqu'aucune migration de plasmide seul n’est observée et que la fluorescence dans le puits
reste faible. Pour les tests in vitro, les complexes permettant une bonne transfection sont ceux
qui complexent correctement I’ADNp avec un excés de charges positives en surface.
Néanmoins, un exces trop important de polymere peut également étre nefaste dd a la toxicité
induite par le polymeére resté libre en solution. Il est donc nécessaire de ne pas choisir des WR

trop ¢levés pour limiter cette toxicité. D’autre part, une interaction trop forte polymeére/ADN
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pourrait rendre difficile 1’étape de la libération du plasmide dans la cellule diminuant alors

I’efficacité de transfection. Ainsi, dans le cas de la Figure 1V.11, le WRpg idéal est fixé a 3/1.

I.1.b.ii.  Analyses des formulations classiques a partir des PEI-b-PiPrOx et PEI

témoins

Les complexes formulés a partir des copolymeéres PEI-b-PiPrOx et des polymeres IPEI
présentent des structures différentes comme 1’ont démontré les analyses DLS et Cryo-TEM
réalisées sur les complexes formulés par extrusion dans la premiére partie de ce chapitre. Ces

structures différentes impliquent donc une complexation différente de I’ADN.

De plus, avant de réaliser des tests de transfection in vitro, il est nécessaire de déterminer
les WR permettant une complexation efficace. En effet, si la complexation de I’ADNp est
faible, le complexe peut se dissocier avant son entrée dans la cellule. Une efficacité de

transfection trés faible sera alors mesurée.

Afin de mettre en évidence des différences de complexation et d'évaluer la force
d’interaction ADNp/polymere, les complexes formulés par voie classique (paragraphe Partie
I1.1.1.a) a partir des copolymeres PEI-b-PiPrOx et des polymeres IPEI témoins (i.e ayant la
méme masse molaire que celle du bloc PEI dans le copolymeére) sont tout d'abord analysés par
électrophorese a des WR de 1/1, 3/1 et 6/1. L'objectif est de déterminer les meilleures conditions

de complexation (Figure 1V.12).
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Figure 1V.12 : Electrophorése sur gel d’agarose des polyplexes préparés a partir des PEI-b-
PiPrOx (WR en polymere total et WR en PEI) et des PEI linéaires témoins.

En ce qui concerne les PEI témoins, aucune migration n’est observée aux différents WR
et masses molaires testées: les complexes formés sont le résultat d’une condensation efficace
de ’ADNp. De plus, la fluorescence observée dans les puits est faible et diminue avec
I’augmentation du WR. L’intercalant n’interagit pas avec I’ADNp démontrant que les

complexes formés offrent une bonne protection de I’ADNp.

A propos des copolymeres PEI-b-PiPrOx, deux séries de formulation ont été réalisées.
Dans la 1%, les WR ont été calculés en fonction de la masse totale du polymére (WRpotymer) et
dans la seconde, en fonction de la masse de PEI contenue dans le polymére (WRpei). Les gels
d’¢électrophorese obtenus sont alors différents : dans le cas des WRpolymer, NOUS 0bservons une
mauvaise condensation de I’ADNp pour les 3 masses molaires a un WR 1/1. Pour les WR 3/1

et 6/1, la condensation de I’ADNp est plus efficace puisqu’aucune migration n’est observée.
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Cependant, un faible signal de fluorescence tout de méme présent dans les puits souligne que
I’intercalant peut accéder en partie a I’ADNp. Dans le cas des WRpgy, la condensation est plus
efficace : pour SAK-4 et GwD-121, aucune migration n’est observée aux trois WR testés. De
plus, le signal de fluorescence diminue avec I’augmentation du WRpg illustrant la meilleure
condensation de I’ADNp dans ces conditions. Néanmoins, pour GwD-96, une migration diffuse
est observée pour le WRpg) 1/1. En comparaison, son homologue PEI, GwD-138, présente une
complexation efficace du plasmide a ce méme WR, montrant qu’une PEI de 5 kDA est
suffisante pour réaliser cette condensation. Ainsi, dans le cas du copolymere, le bloc PiPrOx
limite la complexation du bloc PEI avec I’ADNp. Il est alors nécessaire d’augmenter la quantité

de copolymeére pour complexer totalement I’ ADNp.

Pour conclure, les copolymeres PEI-b-PiPrOx permettent une condensation de I’ADNp
ades WR en PEI similaires aux PEI témoins lorsque la masse molaire du bloc PEI est supérieure
a5 kDa. A cette valeur, une quantité plus élevée de copolymere est nécessaire pour obtenir une
complexation efficace car le bloc PiPrOx de 5,7 kDa interfére négativement dans la formation
du polyplexe. Cette étude met également en évidence qu’il est pertinent d’utiliser le rapport

massique WRpej au lieu de WRpoymer pour comparer les copolymeres a leurs homologues PEI.

Les WRpe 3/1 et 6/1, permettant une bonne complexation de I’ADNp pour les 6

polymeéres, seront testés in vitro.

I.1.c. Taille et potentiel zéta des polyplexes

Comme présenté dans le chapitre 1, des nanoparticules autour de 100 nm sont
souhaitées. En effet, des nanoparticules de taille élevée sont plus facilement reconnue par les
protéines seriques engendrant leur élimination et sont également filtrées par les différents
organes.’>® De plus, 1’étude de Dong et coll.?X mentionnée précédemment démontre de
meilleurs résultats de transfection avec des nanogels de diamétres inférieurs a 100 nm. Il est
donc important de caractériser les complexes afin de pouvoir lier les résultats biologiques aux

propriétés physico-chimiques des polyplexes étudiés.

D’autre part, la charge de surface des complexes influe également sur 1’efficacité du
traitement. Un complexe de charge positive permettra une interaction avec les membranes des
cellules chargées negativement, cependant cela sera également une contribution a la toxicité.

L’ajout d’une couronne hydrophile sera avantageux dans le cas de traitement in vivo, car une
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augmentation du temps de circulation dans le sang est escomptée. Néanmoins, ces polyplexes
furtifs montrent souvent une efficacité de transfection moins intéressante lors des tests in vitro
justifiée par la diminution du potentiel zéta et donc des interactions avec les cellules.!® Les
complexes formés a partir de PEI-b-PiPrOx doivent présenter, d’apreés la théorie, une couronne
hydrophile. Ainsi, I’analyse du potentiel zéta des complexes permettra d’appuyer 1’hypothése

de la formation de complexes possédant une couronne de PiPrOx avec ces copolymeres.

La Figure 1V.13 représente les analyses de taille par DLS des polyplexes préparés a
partir des PEI témoins et des copolymeres PEI-b-PiPrOx aux WRpgl 3/1 et 6/1 (choisis

précedemment par électrophorése).

350 - IPEI

300 A T I 6/1
250 A

GwD-132 GwD-137 GwD-138 SAK-4 GwD-121 GwD-98-P8
M., PEI 15 kDa 10 kDa 5 kDa 15 kDa 10 kDa 5 kDa

Figure 1V.13: Diametres hydrodynamiques en intensité des polyplexes préparés par
formulation classique au WRpg| 3/1 et 6/1. (DLS = Horiba, 25 °C). Les écarts types résultent de
3 mesures successives faites sur la méme formulation.

Les diamétres hydrodynamiques (D) en intensité des polyplexes formulés a partir des
PEI témoins de différentes masses molaires sont situés entre 100 et 158 nm et présentent des
écarts-types faibles. Les polyplexes a base de PEI-b-PiPrOx présentent des diametres
hydrodynamiques entre 180 et 235 nm en fonction de la masse molaire du polymere. Nous
notons tout de méme un écart-type important pour les complexes a base de SAK-4 témoignant
d’une plus grande hétérogénéité des complexes. Les Dn de ces complexes plus élevés que leurs
homologues a base de PEI sont justifiés par une condensation de I’ADNp différente par rapport

aux complexes IPEI causée par I’ajout d’un bloc hydrophile PiPrOx.

Dans un second temps, le potentiel zéta des complexes a été analysé (Figure 1V.14).
Celui-ci est positif et de ’ordre de 30 a 40 mV pour les complexes formulés avec les PEI

témoins, quelle que soit la masse molaire de la IPEI employée. La IPEI (polymére cationique)
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¢tant en excés par rapport a I’ADNp (macromolécule anionique), la charge de surface des
polyplexes est attendue comme positive. Les résultats sont donc en accord avec la théorie. Dans
le cas des complexes formés avec la PEI-b-PiPrOx SAK-4, le potentiel z&ta est du méme ordre
de grandeur que celui mesuré pour la famille de polyplexe a base de IPEI. Puis, lorsque la masse
molaire du bloc PEI des PEI-b-PiPrOx diminue, le potentiel zéta diminue aussi. Nous pouvons
conclure que la diminution de la masse molaire du bloc PEI des copolyméres PEI-b-PiPrOx
permet aux chaines hydrophiles neutres de plus facilement atteindre la surface des polyplexes
et d’ainsi jouer le role de répulsion stérique que nous leur avons attribué en début de projet. De
facon surprenante, un effet de surface est observé en diminuant la masse molaire du bloc PEI,

mais aucun effet réel sur les diamétres moyens des polyplexes n’est observé.

PEI

= 3/1
Mo/l

T g

Zeta potential (mV)
)
o

o v

GwD-132 GwD-137 GwD-138 SAK-4 GwD-121 GwD-98-P8
M, PEI 15 kDa 10 kDa 5 kDa 15 kDa 10 kDa 5 kDa

Figure 1V.14: Potentiel zéta des polyplexes préparés par formulation classique a des WRpg de
3/1 et 6/1. (DLS = Horiba, 25 °C). Les écarts types résultent de 3 mesures successives faites sur
la méme formulation.

Pour conclure sur ces analyses de taille et de potentiel zéta, la présence du bloc
hydrophile PiPrOx engendre une complexation différente de I’ADN causant une augmentation
de la taille des complexes mais permet une diminution de la charge de surface des polyplexes
avec la diminution du ratio PEI/PiPrOx. Les résultats sont donc en accord avec ce qui était
attendu. Cependant, la présence des chaines hydrophiles en surface reste supposée. Des
expériences seront nécessaires afin de démontrer la furtivité des complexes comme cela a été

réalisé dans le cadre de la stratégie de PEGylation.?’
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I.1.d. Stabilité des polyplexes

1.1.d.i. Principe

Afin de déterminer la stabilité des complexes, un test de complexation compétitive avec
le sulfate de dextrane (Schéma 1V.2) est réalisé. Ce polysaccharide ramifié de masse molaire
élevée (500 kDa) posséde des unités galactose liées par des liaisons o-1,6 et des ramifications
a-1,3 (ou a-1,2 et a-1,4 de fagon plus rare) et une partie de ses fonctions alcool est remplacée
par des groupements sulfate. Ses propriétés anioniques en font un compétiteur de I’ADNp en

présence de polymeres cationiques.

TNl R =0H or SO,
0 X = possible branching

OR

OR

Schéma V.2 : Structure du sulfate de dextrane.

Le sulfate de dextrane peut étre utilisé afin d’évaluer la stabilit¢ du polyplexe et
notamment la force d’interaction entre le plasmide et le polymére cationique. Lorsque le
polyplexe est exposé a une quantité croissante de sulfate de dextrane, des complexes polymere
/ sulfate de dextrane se forment libérant de 'ADNp. Puis, lors de I’analyse par électrophorése
des différents mélanges, I’ADNp libéré va pouvoir migrer dans le gel. La fluorescence émise
par I’interaction ADNp/intercalant étant proportionnelle a la quantité d’ADN, il est possible de

doser le pourcentage d’ADN relargué.

Ainsi, les complexes a base de PEI-b-PiPrOx et de IPEI formulés aux WRpg| déterminés
précédemment (3/1 et 6/1) ont été incubés en présence de sulfate de dextrane dans une gamme
de concentration de 0 & 10 mg.mL* pendant 30 min puis analysés par électrophorése sur gel

d’agarose.

Pour exemple, la Figure 1V.15 présente le gel obtenu pour les polyplexes formulés a
partir du copolymere PEI-b-PiPrOx, GwD-96, au WRpe 3/1, en présence de sulfate de dextrane

a une concentration de 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 ou 10 mg.mL™. Deux références sont présentes
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comme précédemment : un marqueur de taille standard ainsi que le pTG11033. En I’absence
de sulfate de dextrane, aucune bande de migration n’est observée (cadre rose), le complexe
ADNp/polymére est stable dans ces conditions (2°™ puits). Puis, pour les diverses
concentrations, nous observons une bande de migration correspondant a du plasmide libre avec
une intensité de fluorescence croissante en fonction de la quantité de sulfate de dextrane
additionnée (3°™ a 10°™ puits).

GwD-96 3/1

REF
0
0.25
PTG11033

- o~ < (-] -]

0.5
10

E Migration
et Gl J|\ ) J St W W— ) . .
% 1 direction

Figure 1V.15 : Electrophorése sur gel d’agarose de polyplexes formulés a partir de PEI-b-
PiPrOx, GwD-96, en présence de sulfate de dextrane ([sulfate de dextrane] =0 a 10 mg.mL™).

Afin de pouvoir tracer la stabilité des polyplexes en fonction de la concentration en
sulfate de dextrane, il est nécessaire de quantifier la proportion d’ADNp relargué en fonction
de la concentration en sulfate de dextrane. La fluorescence de la bande de migration aux
différentes concentrations est quantifiée par le logiciel ImageJ. Le logiciel calcule une valeur
moyenne de I’intensité de gris d’une aire fixée. Ainsi, en comparant I’intensité de fluorescence
a une concentration donnée (cadre vert) a celle sans sulfate de dextrane (cadre rose) et a celle
du plasmide non complexé (cadre marron), I’Equation 1V.1 peut étre écrite. Néanmoins, la
capture des images de gels d’électrophorése peut conduire a des incertitudes et ainsi des
artéfacts dans les valeurs. L’expérience pourrait étre réalisée en triplicat afin de minimiser les

incertitudes.

Mean grey value Mean grey value

1mgmL~™1"

omgmL=l o 100

Mean grey valueapnp—Mean grey value,, mgmL—1

Equation IV.1 : % realeased pDNA; g i1 =

Avec ces résultats, le pourcentage d’ADNp relargué en fonction de la concentration en
sulfate de dextrane peut étre trace. Le Schéma 1V.3 présente 1’allure générale des courbes
obtenues. L’ADNp est tout d’abord libéré rapidement a faible concentration en sulfate de
dextrane puis un palier est atteint. Deux valeurs seront exploitées : la valeur du palier exprimee

en pourcentage et la concentration minimale nécessaire pour atteindre ce palier. A haute
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concentration, le pourcentage d’ADNp relargué devrait étre proche de 100 % ; néanmoins, les

expériences montrent que ce n’est pas toujours le cas.

A
% of released

DNA

step valueof Tt -
released DNA

slope

»
L

Concentration of
Minimal [dextran sulfate] to dextran sulfate [uM]

reach the step value of
released DNA

Schéma 1V.3 : Représentation d’une courbe du pourcentage d’ADNp relargué en fonction de
la concentration en sulfate de dextrane.

I.1.d.ii.  Analyses des polyplexes de PEI-b-PiPrOx et de /PEI

Les complexes formulés avec les PEI-b-PiPrOx et les IPEI présentent, d’aprés les
précédentes études réalisées, des complexations de I’ADN différentes. En effet, il a été mis en
évidence des diametres hydrodynamiques plus élevés dans le cas des complexes a base de
copolyméres en comparaison aux complexes a base d'homopolymeres témoins a un WRpE|
identique. Ainsi, nous souhaitons analyser 1’énergie cohésive des complexes, c’est-a-dire leur
stabilité, en fonction du WRpg et du polymere utilisé par la complexation compétitive avec du

sulfate de dextrane.

Les résultats des expériences de stabilité des complexes formulés avec les PEI-b-PiPrOx

et les IPEI témoins aux deux WRpg; (3/1 et 6/1) sont présentés dans la Figure 1V.16.
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Figure 1V.16 : Pourcentage d’ADNp relargué en fonction de la concentration de sulfate de
dextrane pour les polymeres IPEI aux WReeg (a) 3/1 et (b) 6/1 et pour les copolyméres PEI-b-
PiPrOx aux WRee (c) 3/1 et (d) 6/1.

Pour commencer, les complexes a base d’homopolyméres PEI ont été analysés en
présence de sulfate de dextrane. Au WRpes 3/1, pour les 3 masses molaires de PEI, le plateau
est atteint pour une concentration en sulfate de dextrane de 4 mg.mL™. En ce qui concerne les
valeurs des plateaux, ceux-ci ne suivent pas 1’ordre des masses molaires. La PEI 15 kDa (GwD-
132) relargue environ 50 % d’ADNp, la PEI 10 kDa (GwD-137) en relargue 75 % et la PEI 5
kDa (GwD-138) ne permet le relargage que de 40 % de I’ADNp. Le relargage incomplet de
I’ADN peut étre expliqué par une neutralisation partielle de I’ADN par le polymere méme a
trés haute concentration en sulfate de dextrane empéchant alors sa migration sur le gel

d’¢électrophorese. L’ordre des plateaux n'a, cependant, pu étre expliqué.

Les complexes formulés avec les PEI linéaires au WR 6/1 semblent tres stables puisque
moins de 30 % de I’ADNp est relargué pour les trois masses molaires étudiees méme aux plus
hautes concentrations en sulfate de dextrane.

Cette trés forte énergie cohésive mise en évidence ici est un phénoméne connu pour les
complexes a base de PEI linéaires. En effet, Bertrand et al.’® ont mis en évidence par

microscopie une structuration interne linéaire des complexes. 1l y a une alternance entre les
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chaines PEI linéaires et les macromolécules d’ADN qui induit une structure trés dense et une
force cohésive importante. Cela a également été montré par DeRouchey et al.?® par des
expériences de décomplexation en présence de NaCl. Les complexes exposés a une
concentration croissante en NaCl et analysés par SAXS montrent une trés bonne stabilité
permise par la structure hexagonale des complexes. Néanmoins, une énergie cohésive trop
élevée pourra étre néfaste a la transfection car le complexe doit pouvoir se dissocier dans le

cytosol afin que le plasmide puisse étre exprime.

Concernant les formulations a base de PEI-b-PiPrOx au WRpg 3/1, le pourcentage
d’ADNp relargué est plus élevé pour le copolymere ayant un bloc PEI de 5 kDa que pour les
copolymeéres possédant un bloc PEI de 10 kDa ou de 15 kDa lorsque la concentration en sulfate
de dextrane est de 0,5 mg.mL™. Ainsi, une masse molaire du bloc PEI plus importante permet
une meilleure stabilité des complexes. D’autre part, les plateaux obtenus ne sont pas identiques.
Dans le cas de SAK-4 (M, pel = 15 kDa), I’ADNp n’est pas complétement relargué méme aux
plus hautes concentrations en sulfate de dextrane : le palier se situe aux alentours de 50 %. Dans
le cas de la masse molaire intermédiaire (Mn, pe1 = 10 kDa, GwD-121), le plateau se trouve aux
alentours de 75 %. Enfin pour GwD-96 (Mn, pei = 5 kDa), le palier atteint dans ce cas 80 %
d’ADNp relargué. De plus, il est a noter que le palier est atteint a la méme concentration en
sulfate de dextrane pour les 3 types de polyplexes ([Sulfate de dextrane] = 1 mg.mL™). Ces
paliers sont en accord avec les tests de complexation réalisés précédemment : plus la masse
molaire du bloc PEI du copolymeére est élevée, meilleure est la complexation (SAK-4 > GwD-
121 > GwD-96). Néanmoins, ces paliers sont atteints plus rapidement que dans le cas des
complexes a base de IPEI (0,5 mg.mL? et 4 mg.mL™ respectivement).

Dans le cas des formulations au WR 6/1 réalisées avec les copolymeres PEI-b-PiPrOx
(SAK-4, GwD-121 et GwD-96), la méme tendance est observée. En effet, pour le polymere
GwD-96, un palier a 50 % d’ADNp relargué est atteint a une concentration en sulfate de
dextrane de 0,5 mg.mL™. Dans le cas de GwD-121, le méme palier est atteint cependant il faut
une concentration en sulfate de dextrane plus elevée (1 a 2 mg.mL™). Enfin, pour SAK-4, deux
paliers semblent étre observés (autour de 15 % pour une concentration en sulfate de dextrane
comprise entre 1 et 6 mg.mL™, puis autour de 30 % pour une concentration de 8 a 10 mg.mL"
1. Un relargage faible de I’ADNp méme a haute concentration en sulfate de dextrane est
observé. Le méme ordre de stabilité est obtenu pour ces complexes au WR 6/1 en comparaison
au WR 3/1.
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En comparaison aux complexes formés a partir de IPEI, les complexes a base de
copolyméres montrent un relargage plus rapide et plus important. Cela peut étre expliqué par
une structure interne différente et moins linéaire engendrant une diminution de 1’énergie

cohésive.

Pour conclure, les complexes formés a partir des PEI-b-PiPrOx sont moins stables que
les polyplexes de IPEI (concentration en sulfate de dextrane plus faible pour arriver au plateau)
dd a une structure interne moins cohésive. D’autre part, I’ordre de stabilité des complexes a
base de PEI-b-PiPrOx suit les observations précédentes: la stabilité des complexes est
meilleure (% d’ADNp relargué plus faible) lorsque la masse molaire du bloc PEI est élevée.

Cet ordre de stabilité n’est cependant pas retrouvé pour les complexes formulés avec des IPEI.

I.1.e. Tests de cytotoxicité (MTT)

l.1.e.i. Principe

Dans le but d’évaluer la cytotoxicité des polymeres, un test MTT est mis en place. Le
principe de ce test repose sur I’activité des cellules vivantes a la fin du test. En effet, les cellules
sont exposées aux différents polymeres pendant 48 h, puis leur viabilité cellulaire est analysée.
Pour cela, chaque polymeére est placé a différentes concentrations et en triplicat sur les cellules.
Aprés les 48 h d’exposition, le réactif bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium (MTT, 100 pL a5 mg.mL™) est ajouté dans chacun des puits. Celui-ci sera
transformé en formazan par les réductases des mitochondries des cellules viables (Schéma
IV.4). Cette réaction chimique permet de passer d’un composé jaune, le MTT, a un composé
violet, le formazan. Apres solubilisation, 1’absorbance de la solution est mesurée a 560 nm a
I’aide d’un spectrométre, le formazan absorbant a cette longueur d’onde. L’intensité de
I’absorbance est alors proportionnelle a la viabilité cellulaire : plus il y a de cellules viables,

plus le MTT est transformé en formazan et plus 1’absorbance est donc élevée.
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\ Mitochondrial Reductase N—N
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,3-diphenylformazan
MTT Formazan
Violet

Schéma V.4 : Réaction de réduction du MTT en formazan.
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La toxicité induite par les polymeéres est ensuite calculée selon 1’Equation I1V.2.
L’absorbance des cellules témoins (AT), non exposées aux polymeres, est utilisée comme

référence (100 % de viabilité) et comparée a I’absorbance des cellules incubées avec le

polymere (Ap).
. ) . .. At— Ap
Equation 1V.2 : Toxicity (%) = —( X 100
T
l.1.e.ii. Analyses des polymeéres

La IPEI est, aujourd’hui, le gold standard en matiére de transfection non virale,
cependant, son caractére cationique lui confére une certaine toxicité in vitro.!® D’aprés ces
études, la toxicité est croissante avec la masse molaire de la IPEI. Néanmoins, des
fonctionnalisations sont étudiées pour améliorer la transfection et ont également montré un
intérét concernant la cytotoxicité comme le montre 1’étude de Bertrand et al. avec des
polymeres fonctionnalisés par des résidus histidine. L’ICso (concentration induisant 50 % de
toxicité) de ces polymeres est supérieur a 100 pg.mL™ sur cellules HeLa (cellules cancéreuses
humaines), HEK293T7 (cellules de rein embryonnaire humain), C2C12 (cellules de myoblastes
murins) et XCFTE (cellules épithéliales des voies aériennes possédant la mutation homozygote
AF508 du géne CFTR) alors que la IPEI équivalente présente un 1Cso entre 6,5 et 30 pg.mL*
selon la lignée cellulaire. Dans le cas de polymeéres fonctionnalisés par du PEG, la

fonctionnalisation par le bloc hydrophile permet également une diminution de la cytotoxicité.®

Ainsi, la cytotoxicité des familles PEI-b-PiPrOx et leurs homologues IPEI synthétisées
dans ce projet est analysée afin de connaitre I’impact de la fonctionnalisation des chaines par

un bloc PiPrOx hydrophile et biocompatible.

Au préalable de ces expériences, la biocompatibilité des polymeres POXx a été étudiée.
Pour cela, des analyses de viabilité cellulaire ont été effectuées sur des cellules HelLa et A549
(cellules épithéliales cancéreuses de poumon humain) avec des polyméres PEG, PMeOXx,
PEtOx et PiPrOx de 5 kDa. Les résultats présentés en Annexe 1V.3 expose une biocompatibilité
de tous les polyméres méme a haute concentration (0,11 % W/V).

Les tests de cytotoxicité des polymeéres PEI-b-PiPrOx et des PEI témoins ont été réalisés
sur des cellules HepG2. Ces cellules d’hépatoblastome humain (cellules cancéreuses du foie)
nous interessent dans ce projet car la transfection du foie et des poumons sont des applications
visees. Les polymeres ont été testés a différentes concentrations sur les cellules et les résultats
sont presentés sur la Figure 1V.17.
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En ce qui concerne les IPEI témoins (données en bleu foncé), d’apres les données, les
ICso des polymeres de 5, 10 et 15 kDa sont, respectivement, < 1 uM, égales a 0,5 UM et a 0,75
uM. Ces concentrations ne suivent cependant pas 1’ordre des masses malaires puisqu’il est, en
effet, répertorié une augmentation de la cytotoxicité en fonction de la masse molaire du
polymere. Afin, de valider ces informations, il serait nécessaire de réaliser des analyses plus
détaillées dans la gamme de concentration 0 & 1 pM.

Néanmoins, ces resultats peuvent étre comparés a ceux obtenus avec les PEI-b-PiPrOx.
Dans le cas de ces polymeéres portant des blocs PEI de 5, 10 et 15 kDa, les ICsp sont,
respectivement, > 9 uM, égales a 1,9 uM et a 0,75 uM. Une augmentation de 1’ICsg est donc
observée pour les deux composeés de plus faible masse molaire traduisant ainsi une diminution
de la cytotoxicité des polymeres permise par 1’ajout d’une partie biocompatible. Le polymeére
de plus faible masse molaire (GwD-96) présente méme une biocompatibité totale sur la gamme
de concentration testée. Dans le cas du polymeére de masse molaire élevée (SAK-4), I’ICs est
identique & son homologue IPEIL. La masse molaire du bloc PiPrOx biocompatible n’est pas

suffisante pour avoir un impact sur la cytotoxicite.

- . M, PEI
SAK-4 15 kDa
80
GwD-121 10kDa
2\; 60 GwD-96  5kDa
-
2 — WD
S 0 GwD-132 15 kDa
C — — GwD-137 10kDa
0+ """«"——/—/—~"" GwD-138 5kDa
0+ . - - T
0 2 4 6 8 10

[Polymer] (uM)

Figure 1V.17 : Toxicite sur les cellules HepG2 des polyméres PEI-b-PiPrOx et IPEI témoins
en fonction de la concentration molaire en polymere.

Ainsi, la fonctionnalisation par un bloc PiPrOx biocompatible permet de diminuer la
toxicité induite par les polycations PEI. De plus, lorsque le ratio M (PEI) / My (PiPrOx) diminue
avec une Mn(PiPrOx) fixe, une diminution de la toxicité cellulaire est observée. Pour le
polymere SAK-4, une masse molaire de PiPrOx plus importante pourrait étre testée afin de
permettre une diminution de la toxicite.
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I.1.f. Tests de transfection (Test RLU)

1.1.f.i. Principe

Afin d’évaluer I’efficacité de transfection sur cellules des polyplexes, un test par
spectroscopie est mis au point. Pour cela, le plasmide transfecté doit coder pour un géne
rapporteur (géne produisant une protéine ou une enzyme pouvant étre quantifiée au laboratoire
(fluorescence ou activité enzymatique)). Dans cette étude, le plasmide pTG11033 codant pour
le gene de la luciférase de luciole est utilisé. L’enzyme luciférase produite catalyse 1’oxydation
de la luciférine en présence d’ATP et d’O2 selon la réaction du Schéma 1V.5. Cette réaction

crée de la bioluminescence (lumiére jaune ici) qui peut étre quantifiée.

Pour réaliser ce test, les cellules sont exposées 48 h aux polyplexes puis un kit
permettant de quantifier 1’activité luciférase (Promega, E1500) est utilisé afin d’analyser
I’activité des lysats cellulaires a I’aide d’un luminométre (LUMAT LB 9507). La lumiere émise
est quantifiée en photons. Puis, il est nécessaire d’évaluer la viabilité cellulaire puisque la
bioluminescence observée sera proportionnelle au nombre de cellules viables. Ainsi la quantité
de protéines par puits (proportionnelle a la quantité de cellules viables) est mesurée a ’aide
d’un test « protéines BCA ». Puis, la bioluminescence enregistrée précédemment est exprimeée

en unité de lumiére relative par mg de protéines (RLU/mg de protéines).

D-Luciferin

HO s N COOH
4
N/> <sj + ATP + O,

Firefly Luciferase +

Mg?* '\
\>

Oxyluciferin
5 .
s N O
> </
\C[N’ SJ/ + PPi + AMP CO,

Schéma IV.5 : Réaction de bioluminescence catalysée par 1’enzyme luciférase de luciole.?®

1.1.f.ii. Résultats

La littérature rapporte une tres bonne efficacité de transfection des IPEI. Cependant, lors

de la fonctionnalisation par des chaines PEG, il est remarqué une diminution de 1’efficacité de
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transfection.'® Ce résultat est expliqué par la diminution du potentiel zéta des complexes menant

a une diminution des interactions avec les cellules.

Ainsi, dans le but d’évaluer I’impact de la fonctionnalisation par un bloc PiPrOx des
IPEI, des tests de transfection ont été réalisés sur des cellules HepG2 comme pour les tests de
viabilité cellulaire. Les polyplexes formulés aux WRpe 3/1 et 6/1 avec les copolyméres
PEI-b-PiPrOx et leurs homologues PEI ont été testés. La Figure 1VV.18 présente les résultats

obtenus.

1E+09 I 3/1
1E+08 A I o6/1

= PEI
1E+07 - I T

1E+06 - . e

1E+05 - . e

RLU/mg of proteins
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GwD-132
SAK4
GwD-137
GwD-121
GwD-138
GwD-96P8
PTG1

No
transfected

M, PEI = 15 kDa 10 kDa 5 kDa

Figure 1V.18 : Efficacité de transfection des cellules HepG2 par les polyplexes a base de PEI
et de PEI-b-PiPrOx a 48 h. (WRpei= 3/1 ou 6/1 ; 2,5 mg d’ADN pTG11033 par puits ; PTG1®
= IPEI(his), Polythéragéne).

Les polyplexes a base de PEI (en bleu foncé) permettent tous une transfection des
cellules aux deux WRpe) testés. Néanmoins, au WRpg 3/1, la transfection décroit avec la masse
molaire du polymeére. Par rapport au polymere référence (PTG1), la PEI de 15 kDa (GwD-132)
permet d’obtenir une transfection plus élevée. Au WR 6/1, la transfection est similaire quelle

gue soit la masse molaire de la PEI.

Pour les complexes a base de copolymeéres, nous observons une diminution de la
transfection avec la masse molaire du bloc PEI. La transfection est méme nulle pour les
complexes a base de GwD-96ps. Ce résultat est a relier aux observations précédentes : par
électrophorese, la complexation était moins efficace et le potentiel zéta faiblement positif (+ 15
mV) diminuant alors les interactions entre les complexes et la paroi cellulaire. Néanmoins, les
polyplexes réalisés avec le copolymere SAK-4 présentent une transfection similaire a celle de
la référence PTGL, et au WRpe 6/1, celle-ci est méme supérieure a la transfection obtenue avec
son homologue PEI (GwD-132).
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Pour conclure, 1’étude en transfection des complexes a base des copolymeéres PEI-b-
PiPrOx met en évidence une transfection similaire aux IPEI témoins et a la référence pour les
deux masses molaires plus élevées. Une amélioration de I’efficacité de transfection peut méme

étre notée au WRpg| 6/1 en comparaison aux homologues IPEI

Ainsi, il est nécessaire de faire un compromis entre stabilité des complexes, efficacité
de transfection et biocompatibilité. En effet, les copolyméres de haute masse molaire (SAK-4
et GwD-121) ont montré une complexation stable de I’ADN ainsi qu’une bonne efficacité de
transfection. Cependant, 1’apport de la fonctionnalisation par le bloc PiPrOx sur la
biocompatibilité reste faible pour ces copolymeres. L’amélioration de la biocompatibilité est
notable pour le copolymere GwD-96, néanmoins, la complexation moins efficace de I’ADNp

entraine une efficacité de transfection nulle.

Ces résultats sont liés a I’ajout du bloc hydrophile qui se place en surface des complexes.
Néanmoins, 1’ajout de cette couronne hydrophile qui augmente la taille des complexes et
diminue le potentiel zéta peut limiter les interactions avec la paroi cellulaire nécessaire a
I’internalisation et alors limiter la transfection des cellules. C’est pourquoi, la fonctionnalisation
de ces nouveaux copolymeres est importante afin d’observer une amélioration de la

transfection.

1.2. Apport de la fonctionnalisation de /PEl et de PEI-b-PiPrOx

par des greffons histidine ou galactose

Nous avons pu indiquer précédemment que le choix de ces deux fonctionnalisations est
issu de deux stratégies : améliorer la sortic de 1’endosome dans le cas de I’histidine (et
éventuellement réduire la densité d’énergie cohésive des polyplexes) et améliorer le ciblage
vers les cellules pulmonaires ou hépatiques dans le cas du galactose. Un effort particulier a été
porté sur une fonctionnalisation dendritique dans ce dernier cas afin d’augmenter les énergies
d’interaction galactose-lectine. Les bibliotheques de polyméres IPEI(his), PEI(his)-b-PiPrOx et
PEI-b-PiPrOx-Gal ont été utilisées pour réaliser des complexes par formulation classique afin
de procéder a 1’étude de transfection de ces polyplexes sur des cellules HelLa et HepG2. Les
polymeres utilisés dans cette partie présentent tous un bloc PEI de 15 kDa puisque ce sont ceux-
ci qui ont permis les fonctionnalisations les plus efficaces (Chapitre 3), et le plasmide utilisé est
toujours le pTG11033.
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I.2.a. Electrophoreése sur gel d’agarose

La fonctionnalisation des polymeéres IPEI modifie le squelette linéaire de ceux-ci et peut
donc interférer négativement dans la complexation de I’ADNp. Les complexes formés
présentent alors une structure interne différente et une énergie cohésive plus faible. Bertrand et
al.?® ont démontré que lors de I’utilisation de IPEI fonctionnalisées par I’histidine, des WR plus
élevés sont nécessaires pour obtenir une efficacité de complexation comparable aux polymeres
non fonctionnalisés. Ainsi, la complexation de I’ADNp par les nouveaux polymeéres

fonctionnalisés doit étre étudiée.

Comme précédemment, des tests de complexation ont été réalisés par électrophorese sur
gel d’agarose afin d’évaluer les capacités de complexation de chaque polymeére. Les trois
polymeres PEI(his) (GwD-172), PEI(his)-b-PiPrOx (GwD-146) et PEI-b-PiPrOx-Gal (GwD-
148) ont été utilisés pour formuler des polyplexes a des WRpg| de 1/1 a 8/1 d’aprés le Tableau

V.16 présent en Annexe 1V.2. La Figure 1V.19 présente les résultats obtenus.

GwD-172 GwD-146 GwD-148
1/1 | 3/1 | 5/1|6/1 | 8/1f1/1|3/1|5/1|6/1]|8/1})1/1]|3/1|5/1]86/1]38/1
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Figure 1V.19 : Electrophorése sur gel d’agarose des polyplexes préparés a partir de PEI(his)
(GwD-172), de PEI(his)-b-PiPrOx (GwD-146) et de PEI-b-PiPrOx-Galactose (GwD-148).
(WRPE| de 1/1 a 8/1, Mnpe; = 15 kDa).

Les complexes formulés a partir de la PEI(his) ne présentent aucune bande de migration
de ’ADN démontrant une bonne condensation de I’ADN dés le ratio WRpe 1/1. La
fluorescence dans les différents puits diminue avec I’augmentation du WRpgi. L’ ADN est alors
mieux condensé et protégé a haut WRpe) comme observé préecédemment pour les polymeres
PEI-b-PiPrOx et PEI. Par rapport aux polymeéres non fonctionnalisés (Figure 1V.12), I’ADN
condensé par ces vecteurs est plus accessible aux molécules d’intercalant, puisqu’a WRpg
égaux, une fluorescence plus importante est observee. Cette différence a déja été observee lors
de travaux précédents réalisés par I’équipe.’® En effet, la fonctionnalisation par I’histidine des
polymeres diminue la densité de charge du polymere par unité de masse expliquant les WRpg;

plus élevés nécessaires pour une complexation efficace de I’ADN. De plus, la diminution de la
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structure interne des complexes induite par la diminution de 1’énergie cohésive
polymere/ADNp implique la formation de complexes moins denses. L’ADNp est alors plus
accessible.

Pour la PEI(his)-b-PiPrOx (GwD-146), les WReg| trop faibles ne permettent pas une
bonne complexation de I’ADNp puisqu’une migration est observée jusqu’a un WRpe| de 6/1.
Au ratio 8/1, une fluorescence est toujours observée dans le puits mais une complexation
compléte de I’ADNp a lieu puisque la migration de molécules d’ADNp est completement
stoppée, cependant celui-ci est toujours accessible par I’intercalant. Ces résultats peuvent
s’expliquer comme précédemment par la diminution de la densité de charge du polymeére par
unité de masse et 1’énergie de cohésion réduite induites par la fonctionnalisation par 1’histidine
et par le PiPrOx. L’histidine représente, en effet, 40% de la masse du polymeére pour GwD-146
et le PiPrOx 16 %.

Enfin, pour la PEI-b-PiPrOx-Gal (GwD-148), une migration de I’ADNp est observée
uniquement dans le cas du WRpes 1/1. Les WRpg| supérieurs permettent une condensation de
I’ADN plus efficace malgré la fluorescence observée dans les différents puits. Ainsi, le
couplage de résidus galactose semble moins perturber la condensation que la modification des
chaines polymére par I’histidine méme s’il est également nécessaire d’augmenter les WRpg

pour obtenir une efficacité similaire aux polyplexes non fonctionnalisés.

Cette étude nous permet de déterminer que les ratios WRpg| 3/1 et 6/1 restent les plus
pertinents pour les tests in vitro. En effet, afin de pouvoir comparer 1’efficacité de transfection
des polymeres fonctionnalisés a celles des polymeres non fonctionnalisés, les mémes WRpg|
que pour les polyméres non fonctionnalisés ont été choisis malgré la condensation moins

efficace a ces WRpe| pour GwD-146.

I.2.b. Tests de cytotoxicité
Les fonctionnalisations sont réalisées dans le but d’améliorer les étapes de transfection
et la toxicité induite par les polymeres et/ou les complexes. Ainsi, il semble pertinent d’analyser

I’impact des fonctionnalisations réalisés sur la viabilité des cellules.

Pour cela, les cellules sont mises au contact des complexes formulés aux WRpg 3/1 et
6/1 avec les polymeres fonctionnalisés (IPEI(his), GwD-172 ; PEI(his)-b-PiPrOx, GwD-146 ;
PEI-b-PiPrOx-Gal, GwD-148) pendant 48h puis un test MTT est réalisé. La Figure 1V.20

présente les résultats obtenus.
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Figure 1V.20 : Viabilité des cellules HepG2 en présence des complexes formulés par voie
classique a partir des polymeres PEI-b-PiPrOx (SAK-4), IPEI(his) (GwD-172), PEI(his)-b-
PiPrOx (GwD-146) et PEI-b-PiPrOx-Gal (GwD-148) aux WRpg; 3/1 et 6/1.

Dans le but de pouvoir comparer les résultats aux bibliothéques de copolyméres PEI-b-
PiPrOx et IPEI précédemment étudiées, un copolymére non fonctionnalisé, PEI-b-PiPrOx,

SAK-4, est utilisé ici comme référence aux expeériences précedentes.

De faibles toxicités sont observées pour les complexes formulés a partir de la référence
non fonctionnalisée (SAK-4) ainsi que ceux a base de polyméres IPEI(his) (GwD-172) et PEI-
b-PiPrOx-Gal (GwD-148). La toxicité étant reliée aux chaines libres en solution,*® une toxicité
plus élevée est observée pour les WRpg 6/1 dii au plus grand nombre de chaines polymeres non

complexées.

Le polymere PEI(his)-b-PiPrOx (GwD-146) présente, cependant, une toxicité de 40 %
aux deux WRpg; utilisés. La mauvaise complexation de I’ADN par ce polymere mise en avant
lors des analyses par électrophorese suggére une plus grande quantité de chaines polymeére

libres alors responsables de la toxicite observée.

I.2.c. Tests de transfection

Comme mentionné précédemment, les fonctionnalisations galactose et histidine ont
pour but d’améliorer la transfection notamment lors de I’entrée dans la cellule et de la sortie de
I’endosome respectivement. Ainsi, dans cette partie, 1’efficacité de transfection des complexes
réalisés a partir des IPEI(his), PEI(his)-b-PiPrOx et PEI-b-PiPrOx-Gal est évaluée (Figure
1V.21).
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Figure 1V.21 : Efficacité de transfection des polyplexes a base de PEI(his) (GwD-172), de
PEI(his)-b-PiPrOx (GwD-146) et de PEI-b-PiPrOx-Galactose (GwD-148) sur (a) des cellules
HeLa et (b) des cellules HepG2 (WRpei= 3/1 0u 6/1, 1 ug d’ADN par puits ; PTG1® = IPEI(his),
Polythéragéne).

La premiere étude est menée sur des cellules HelLa dépourvues de récepteurs au
galactose et représentant une référence dans le cadre de cette étude. Quel que soit le polymeére
étudié, une transfection sur les cellules HeLa est observée (Figure 1V.21.a). Les complexes a
base de IPEI(his) présentent une transfection légérement supérieure a celle de la référence PTG1
(PEI(his) commerciale, Mw pei = 25 kDa). Néanmoins, les polyplexes formulés avec les
copolyméres fonctionnalisés par I’histidine ou par le galactose transfectent moins bien que la
référence. Dans le cas des copolymeéres fonctionnalisés par I’histidine (GwD-146), la
complexation faible mise en évidence aux WRpg utilisés explique ces résultats. En ce qui
concerne les complexes a base de polymeres fonctionnalises par le galactose (GwD-148), la
couronne hydrophile apportée par le bloc PiPrOx diminuant les interactions avec les membranes

cellulaires peut justifier ce résultat.

Afin d’évaluer I’apport de la fonctionnalisation par le galactose sur la transfection, ces
complexes ont également été testés sur des cellules HepG2 comportant des récepteurs au
galactose (Figure 1V.21.b). Une transfection est observée comme précédemment pour les

complexes formulés avec les polymeres IPEI(his) et est Iégerement supérieure a la transfection
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observée pour la référence PTG1. Néanmoins, dans le cas des copolymeéres fonctionnalisés par
I’histidine ou le galactose, une transfection nulle est reportée. En ce qui concerne la
fonctionnalisation par I’histidine, comme précédemment, la mauvaise complexation de ’ADNp
d’une part, et ’hypothése de la formation d’une couronne de PiPrOx autour de chaque
polyplexe ne permettent pas I’entrée des complexes dans la cellule. Ce résultat est surprenant
car une transfection est observée dans le cas des cellules HeLa. Nous attribuons cette différence
de comportement & la nature differente des cellules testées. Pour les complexes formulés avec
les PEI-b-PiPrOx-Gal, nous avions fait I’hypothése de la formation de polyplexes entouré d’une
couronne de PiPrOx elle-méme décorée par des unités galactose permettant un ciblage
cellulaire. Les résultats de transfection négatifs sur HepG2 indiquent que les unités galactose
ne sont pas disponibles pour jouer le role de ligands sur les cellules HepG2. Une analyse de
I’enchainement carboné formé lors de la fonctionnalisation des polyméres met en évidence la
création d’une zone hydrophobe par un enchainement hydrocarboné de neuf carbones et de
deux souffres diminuant alors la solubilité des unités galactose pouvant étre enfouies dans un

volume hydrophobe et réduisant ainsi leur accessibilité. La transfection n’est donc pas efficace.

Pour conclure, les efficacités de transfection des copolymeres fonctionnalisés ne sont
pas a la hauteur des résultats attendus. Les solubilités des polyméres GwD-146 et GwD-148
n’étant pas optimales dans I’Hepes et dans 1’eau, ce parametre doit étre étudié plus en détail
afin de formuler des polyplexes complexant de fagon efficace I’ADN pour permettre la bonne

complexation de I’ADNp et une transfection accrue des cellules.

I.3. Comparaison formulation classique/extrusion

Cette derniere partie de tests in vitro est consacrée a la comparaison de complexes
réalisés par formulation classique ou par extrusion. En effet, la formulation par extrusion étant
peu connue, il est nécessaire d’évaluer I’impact du mode de formulation sur la complexation et

sur I’efficacité de transfection des complexes en comparaison a des formulations classiques.

Ces expériences ont été réalisées avec des polymeres de PEI linéaires fonctionnalisés
par I’histidine comprenant une masse molaire en PEI de 7,6 et 15,9 kDa (AF7 et PLL131
respectivement). Ces polymeres ont été choisis pour leur capacité de transfection comparable a
la référence commerciale d’aprés de précédentes études réalisées au laboratoire.’* Les
formulations par extrusion ont été réalisées a des WR 3/1 en polymeére (GwD-F-12 avec AF7
et GwD-F-13 avec PLL131) et les formulations classiques a divers WR en polymeére (1/1, 3/1,

6/1). Les complexes formulés par voie classique sont réalisés selon le Tableau 1V.16 présent
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en Annexe 1V.2. Pour les deux formulations réalisées par extrusion, le Tableau IVV.13 présente
les parametres de formulation.
Tableau 1V.13 : Paramétres de formulation et analyses DLS des extrusions réalisées a partir

de IPEI(his) avec un bloc PEI de 7,6 et 15,9 kDa (AF7 et PLL131 respectivement) a un
WRponmer 3/1

sol?t:\:ﬁ)n Polymer solution E;:;#ES;SS Polymer/DNA | DLS analysis
Run
[DNA]* V | PElI %PEI?[polymer] V |@ P [DNAtrans]i| WR® WR*N/P®Dnn® Dni” PDI
pg.mL-1  mL mg.ml-1 mL [ nm bar mg.mL-1 polymer PEI (nm)  (nm)
GwD-F-12 AF7 064 032 024 3 19 146|136 203 0.13
71.4 0.56 30 2 0.05
GwD-F-13 PLL131 0.62 031 0.24 3 19 143|117 180 0.15
Solvent for DNA and polymer solution : Hepes 10 mM 4 WRpg = mass of polymer x %PEI / mass of DNA
! DNA used = pTG11033 5 N/P = moles of Elotal / moles of phosphate
2 %PEI = Mn PEI th/ Mn polymer 6 DH n= DH Obtalned by DLS |n numbel‘
3 WRpolymer = mass of polymer / mass of DNA " Dy i= Dy obtained by DLS in intensity

I.3.a. Electrophoreése sur gel d’agarose

Afin d’évaluer la complexation de ’ADNp en fonction du mode de formulation, une
analyse par électrophorese des formulations réalisées par voie classique (WRpolymer 1/1, 3/1 et
6/1) ou par extrusion (WRpoymer 3/1) & partir des deux IPEI(his) de différentes masses molaires
(Mn per = 7,8 et 15,9 kDa, AF7 et PLL 131 respectivement) a, tout d’abord, été réalisée. La
Figure 1V.22 présente les résultats obtenus.

REF PLL131 PTG
11 | 3n | en 11033
= -

Figure 1V.22 : Electrophorése sur gel d’agarose des polyplexes préparés a partir de AF7
(IPEI(his), Mn pe1 = 7,6 kDa) par formulation classique aux WRpolymer 1/1, 3/1 et 6/1 ou par
extrusion a un WRpoymer 3/1 (GWD-F-12) (en rose clair et foncé) et a partir de PLL 131
(IPEI(his), Mn per = 15,9 kDa) par formulation classique aux WRpolymer 1/1, 3/1 et 6/1 ou par
extrusion a un WRpoymer 3/1 (GWD-F-13) (en violet clair et foncé).

Tout d’abord, pour les deux polymeres, la complexation de I’ADN est totale quel que

soit le WRpolymer Utilisé ou la méthode de formulation.
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Pour les complexes formulés par extrusion au WRpolymer 3/1, aucune fluorescence n’est
observée démontrant une trés bonne complexation de I’ADN. En comparaison, les formulations
réalisées au méme WRpoymer par formulation classique montrent un léger signal de fluorescence
(AF7 et PLL131 au WRpoymer 3/1). La condensation est donc moins forte lors de formulations

classiques puisque I’intercalant peut accéder en partie a I’ADN.

Ainsi, la formulation de complexe par extrusion permet, d’apres ces résultats, d’obtenir

des complexes plus condensés que par formulation classique.

D’autre part, pour les tests sur cellules, les complexes par voie classique seront testés
aux WRpolymer 3/1 et 6/1 comme précédemment, le WRpoymer 1/1 montrant une complexation

moins importante de I’ADNp.

I.3.b. Tests de transfection

La complexation étant trés efficace dans le cas d’une formulation par extrusion,
I’évaluation de I’efficacité de transfection s’est révélée importante. En effet, une trop forte
interaction polymére/ADNp pourrait étre néfaste a la libération du plasmide dans le cytosol et

donc a I’expression de celui-ci par la cellule.

Les efficacités de transfection de ces complexes obtenus par formulation classique étant
connues sur des cellules HepG2 suite a de précédentes études de 1’équipe, les analyses de ces
deux séries de complexes (par formulation classique (WRpoymer 3/1 €t 6/1) ou par extrusion
(WRpoymer 3/1), avec les polymeéres AF7 ou PLL131, ont été effectuées sur ces cellules. La
Figure 1V.23 présente les résultats obtenus avec les deux polymeres selon le type de

formulation des complexes.
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Figure 1V.23 : Efficacité de transfection sur cellules HepG2 des polyplexes préparées a partir
de IPEI(his) de deux masses molaires (AF7, Mnpei = 7,6 kDa et PLL131, Mnpel = 15,9 kDa) par
formulation classique (WRpolymer 3/1 et 6/1) ou par extrusion (WRpolymer 3/1). (2,5 ng d’ADN
par puit, pTG11033).

Dans le cas des complexes formulés avec le polymeére AF7, une efficacité de transfection
tres similaire est obtenue quelle que soit le mode de formulation et le WRpolymer Utilisé. Pour les
complexes a base de PLL131, la formulation par extrusion permet une amélioration de la
transfection en comparaison a la transfection obtenue par formulation classique aux deux
WRpolymer. De plus, en comparaison a la reférence commerciale, PTG1, une amélioration de

presque 1 log est observée.

Ainsi, la complexation plus importante de I’ADNp lors de la formulation par extrusion

n’est pas un frein a la transfection des cellules.

Pour conclure, ces expériences permettent de mettre en avant la méthode de formulation
par extrusion. En effet, nous avons démontré que I’extrusion permet 1’obtention de complexes
plus petits (partie 1.11.2.d) et avec une meilleure condensation de I’ADN que les formulations
classiques. De plus, les propriétés biologiques du plasmide sont conservées puisqu’une
efficacité de transfection similaire aux complexes formulés par voie classique est obtenue in
vitro. Ces résultats importants et prometteurs permettent donc d’envisager I’utilisation de cette
méthode de formulation pour les études in vivo pour lesquelles des complexes de petites tailles

et présentant une bonne efficacité de transfection sont nécessaires.
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Il. Testsin vivo

Actuellement, les thérapies géniques non virales ne sont pas commercialisées dd & un
manque d’efficacité en comparaison aux thérapies virales. Dans le cas du transfert de génes a
base de polyplexes, diverses limites sont apparues telles qu’une toxicité des vecteurs
cationiques, la taille trop €élevée des polyplexes, un temps de circulation faible dans 1’organisme,
la faible concentration en ADN pouvant étre injectée, ou encore la faible capacité a pénétrer

dans la cellule 3132

Le développement de la formulation par extrusion dans la premiere partie de ce chapitre
a permis l’obtention de solutions stables de complexes inférieurs a 200 nm et a une
concentration en ADN de 0,5 mg.mL™. Ce résultat tout a fait nouveau ouvre des perspectives
inédites dans le domaine des essais in vivo, puisque c’est a notre connaissance la premiére fois
qu’il est possible de réaliser des polyplexes stables a base de IPEIl (par exemple) a des
concentrations en plasmide équivalentes a celles utilisées pour les thérapies virales. Ce résultat
ouvre naturellement la voie a des essais de transfection in vivo sur petits animaux afin d’évaluer
le potentiel de ces polyplexes en cas d’administration systémique, par exemple. De plus, des
améliorations du potentiel de transfection des vecteurs a base de IPEI peuvent étre escomptées
par les multiples fonctionnalisations réalisées sur les polymeres par 1’ajout d’un bloc hydrophile
(amélioration de la furtivité des complexes®), le greffage de résidus histidine (amélioration de
I’échappement de I’endosome?®) et, enfin, par le greffage bifonctionnel de dérivés galactose
pour permettre un ciblage cellulaire®. Ces diverses modifications et la formulation par
extrusion permet la formation de complexes multifonctionnels inspirés de la machinerie des

Virus.

L’ensemble de ces conditions ouvrent en effet la voie a des tests in vivo véhiculant une
quantité d’ADN comparable a celle des thérapies virales®* via des complexes multifonctionnels

pouvant dépasser les barriéres biologiques habituellement rencontrées.

Ainsi, dans cette partie, des tests in vivo préliminaires ont pu étre menés. Les différentes
bibliotheques de polymeres synthétisés au cours de ce manuscrit et d’une précédente étude ont
été utilisées : polymeres de type IPEI, IPEI(his), PEI-b-PiPrOx, PEIl(his)-b-PiPrOx, PEI-b-
PiPrOx-Gal et starPEI. Les complexes formulés par extrusion a deux concentrations différentes
en ADNp (0,28 mg.mL™ et 0,55 mg.mL™) seront testés lors d’expériences de transfection sur
souris. L’ensemble des formulations est conduit de fagon a générer des solutions de

nanoparticules stables se rapprochant des 100 nm. En effet, nous avons précédemment observé
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que, méme lors d’extrusion, les diamétres moyens des polyplexes augmentent sensiblement

avec la concentration en plasmide.

Il.1. Formulation des polyplexes par extrusion

Pour rappel, les formulations sont réalisées suivant les parameétres mis au point dans la
premiere partie de ce chapitre a savoir une pression de 1 bar, une membrane contenant des pores

de 30 nm, une solution de polymere a pH 4,5 et un WRpg; 3/1.

Pour évaluer les avantages des fonctionnalisations des polyméres mises au point au
cours de ce manuscrit lors d’analyses in vivo, des complexes ont été formulés par extrusion

avec le pTG11033 en faisant varier divers paramétres :

- L’architecture du polymere (linéaire ou étoile)
- La masse molaire du bloc PEI (5, 10 ou 15 kDa)
- La fonctionnalisation du polymere (PiPrOx, histidine ou galactose)

- La concentration en ADN (0,28 ou 0,55 mg.mL™, C1 et C2 respectivement)

Le Tableau 1V.14 présente les conditions de formulations réalisées a un WR en PEI de
3/1. La concentration en ADN des solutions de complexes a été évaluée par NanoDrop (celle-
ci est a analyser avec précaution, les fonctionnalisations des polymeres pouvant fausser

I’absorption a 260 nm et donc fausser la concentration en ADN).

De plus, il est a noter qu’une solution concentrée de glucose est ajoutée avant I’ injection
dans I’animal afin d’obtenir des solutions a 5 % en glucose et ainsi respecter 1’équilibre
osmotique. Les analyses DLS présentées sont celles réalisées aprés 1’ajout de cette solution de

glucose afin d’étre représentatives des complexes administrés aux souris.

Les formulations réalisées selon les paramétres déterminés dans la partie 1 de ce chapitre
permettent 1’obtention de complexes d’un diamétre hydrodynamique en nombre compris entre
73 et 350 nm. Ces tailles sont tout a fait en accord avec les valeurs précédemment obtenues et

permettent d’envisager des injections in vivo.

Plus précisément, comme lors des études a faibles concentrations en ADNp réalisées
dans la premiere partie de ce chapitre, I’influence des fonctionnalisations, des masses molaires

ou encore de la concentration peut étre analysée ici.

Tout d’abord, lors des formulations GwD-F-59 et GwD-F-61 réalisées avec des IPEI
(PLL118) ou des IPEI(his) (PLL131) a 0,28 mg.mL™* (C1), une augmentation de la taille des
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complexes est observée avec la fonctionnalisation par 1’histidine (+ 26 nm) comme lors de la
formulation a faible concentration en ADNp (0,05 mg.mL™, partie | de ce chapitre). Néanmoins,
a haute concentration (C2, GwD-F-60 et GwD-F-62), la variation est inversée : une diminution
de la taille des complexes est observée avec la fonctionnalisation (- 48 nm). Cependant, aucune

explication n’a pu étre trouvée.

Dans le cas de formulation avec des PEI en étoile de 16,1 kDa & 0,28 mg.mL* en ADNp
(PLL 113, C1; extrusion GwD-F-63), une diminution de la taille des complexes est observée
en comparaison aux IPEI de méme masse molaire, PLL118 (97 et 103 nm respectivement).
Néanmoins, a haute concentration, une augmentation de 48 nm est observée entre GwD-F-60
(PEI étoile, PLL118, C2) et GwD-F-64 (IPEI, PLL113, C2). De méme, lors de I’utilisation de
PEI en étoile de 8,1 kDa (PLL117), les complexes obtenus sont de taille plus élevée que lors de
I’utilisation d’une IPEI de 15,9 kDa (PLL118) aux deux concentrations. Ainsi, dans le cas de
ces polymeres, il serait intéressant de réaliser des expériences d’électrophorese a ces
concentrations en ADNp afin de vérifier la complexation efficace. De plus des expériences de

stabilité avec du sulfate de dextrane pourrait apporter des informations complémentaires.

D’autre part, nous pouvons nous intéresser aux complexes réalisés a partir de
copolymeéres PEI-b-PiPrOx (SAK-4, GwD-121 et GwD-98). A basse concentration (C1), I’effet
du PiPrOx est notable pour la formulation GwD-F-93 réalisée avec le copolymeére de faible
masse molaire (GwD-98). Dans ce cas, le bloc PiPrOx peut réellement recouvrir la surface. La
furtivité des complexes permet d’empécher 1’agrégation des complexes et limite ainsi la taille
des complexes finaux (73 nm contre 103 nm avec une IPEI de 15,9 kDa ; PLL188). Dans le cas
des formulations & 0,5 mg.mL™* en ADNp (C2), des complexes compris entre 116 et 137 nm
sont obtenus selon le copolymeére utilisé. En comparaison aux complexes réalisées a partir de la
IPEI PLL 118 (180 nm), une diminution des diametres hydrodynamiques est observee. L’ajout
du bloc PiPrOx montre son intérét: la présence de chaines hydrophiles en surface des
complexes permet de diminuer I’agrégation des polyplexes a forte concentration méme si celle-
ci ne recouvre pas toute la surface (notamment pour SAK-4 qui a faible concentration en ADNp
montre un potentiel zéta identique aux homopolymeres IPEI comme présente dans la partie | de

ce chapitre).

Ainsi, la structure en étoile ne permet pas de diminuer la taille de complexes a haute
concentratio en ADNp. D’autre part, I’ajout du bloc hydrophile semble important a ces
concentrations. En effet, a la concentration C2, des complexes plus petits sont obtenus avec les

différents copolymeres en comparaison a la IPEI. Ce résultat est contraire aux analyses realisées
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a faible concentration. Cela démontre que, lorsque la quantité de polyplexes par unité de volume
devient importante, il est nécessaire de mettre en ceuvre des stratégies limitant 1’agrégation des

complexes notamment gréce a la furtivité des complexes.

Pour terminer, nous pouvons nous intéresser aux complexes formulés avec les
copolyméres fonctionnalisés par 1’histidine (SH-02, formulation GwD-F-67 et GwD-F-98) ou
par le galactose (GwD-148, formulations GwD-F-97 et GwD-F-98). Dans le cas des polymeres
fonctionnalisés par I’histidine, des tailles comparables a celles obtenues dans le cas du
copolymeére SAK-4 de méme masse molaire en PEI sont obtenues. L’histidinylation ne semble
donc pas interférer dans la complexation ici contrairement aux tests & faible concentration
réalisés avec ce polymere. Cela n’a cependant pas pu étre expliqué ici. Dans le cas de la
fonctionnalisation par le galactose, des complexes de tailles plus élevées sont obtenus (293 et
350 nm en fonction de la concentration contre 124 et 118 nm pour les complexes a partir du
copolymere non fonctionnalisé, SAK-4). La zone hydrophobe crée par I’enchainement carbone

dont nous avons déja discuté peut expliquer ces tailles plus élevées.

Ainsi, les différents polymeéres ont permis 1’obtention de complexes stables concentrés
en ADNp permettant d’envisager les tests in vivo. La structure PEI-b-PiPrOx est a mettre en
avant ici puisque ces polymeres ont permis 1’obtention des complexes de plus petites tailles aux
différentes concentrations. Cependant, la couronne hydrophile en surface pourrait diminuer les
interactions avec les cellules lors de la transfection et limiter ’efficacité de transfection. Un
regard particulier sera donc porté a ces copolymeres et leurs fonctionnalisations avec I’attente

d’une transfection accrue.
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Tableau 1VV.14 : Conditions et analyses des formulations par extrusion réalisées pour les expériences in vivo.

278

DNA solution Polymer solution Polymer/DNA DLS analysis
R M [DNA] [DNA]
un 1 n 3 4 5 6 7

[DNA]th \Y Polymer oEl %PEI? [PEl] Solvent Vv transtm WR WR* N/P Dn Di PDI nanod[t_)lp

mg.mL'1 uL kg moll mg.mL'1 pL mg.m polymer PEI El nm nm Hg.m

GwD-F-59 | C1 039 056 2.5  Hepes 0.28 103 215 021 | 141
RINIKEN 159 100 10mM  0.24 3 3 23

GwD-F-60| C2 | 079 0.6 5  pH45 0.55 180 274 020 | 188

GwD-F-61| C1 0.39 0.56 2.5  Hepes 0.28 129 207 0.16 | 182
15.9 62 10mM 0.24 4.8 3 23

GwD-F-62| C2 0.79 0.56 5 bH 4,5 0.55 122 225 016 | 223

GwD-F-63| C1 0.39 0.56 2.5  Hepes 0.28 97 197 023 | 122
RINIKEN 161 100 10mM 0.24 3 3 23

GwD-F-64| C2 | 079 0.56 5  pH45 0.55 228 309 0.19 | 158

GwD-F-95| C1 039 056 2.5  Hepes 0.28 119 219 023 | 171
INKYA S1 100 10mM  0.24 3 3 23

GwD-F-96 | C2 0.79 0.56 5 pH 4.5 0.55 293 997 092 | 119

GwD-F-65| C1 0.39 0.56 2.5  Hepes 0.28 124 225 024 | 253
SAK-4 15 72 10mM  0.24 4.2 3 23

GwD-F-66| C2 0.79 0.56 5 pH 4,5 0.55 116 252 0.24 509

GwD-F-91| C1 0.39 0.56 2.5 Hepes 0.28 118 210 0.23 310
GwD-121 10 63 10mM 0.24 4.8 3 23

GwD-F-92| C2 0.79 0.56 5 pH 4,5 0.55 126 266 0.23 626

GwD-F-93| C1 0.39 0.56 2.5  Hepes 0.28 73 227 041 | 432
GwD-98 5 47 10mM 0.24 6.4 3 23

GwD-F-94| C2 | 079 056 5  pH45 0.55 137 305 023 | 916

GwD-F-67 | C1 039 056 2.5  Hepes 0.28 110 216 0.20 | 253
SH-02 15 52 10mM 0.24 5.8 3 23

GwD-F-68| C2 | 079 0.56 5  pH45 0.55 141 234 021 | 445

GwD-F-97 | C1 039 056 2.5  Hepes 0.28 293 405 0.25 | 177
GwD-148 15 72 10mM 0.24 4.2 3 23

GwD-F-98| C2 0.79 0.56 5 pH 4,5 0.55 350 586  0.44 | 213

Solvent DNA Hepes 10 mM, Solvent polymer solution: Hepes 10 mM pH 4,5
1 DNA used = pTG11033

2 %PEI = Mn PEI th/ Mn polymer
#WR,o1ymer = Mass of polymer / mass of DNA
4WRpg, = mass of polymer x %PEI / mass of DNA

Extrusion parameters : P = 1 bar, @ = 30 nm,

5 N/P = moles of EI unit / moles of phosphate base
6Dy , = D, obtained by DLS in number
"Dy ; = Dy, obtained by DLS in intensity
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11.2. Evaluation biologique des polyplexes sur souris

I1.2.a. Mode d’administration

Divers modes d’administration des traitements sont possibles. Nous pouvons citer la

voie orale, intramusculaire, intraveineuse ou encore par aérosol.

Afin de choisir la voie d’administration la plus judicieuse dans le cadre de ce projet,
intéressons-nous aux organes ciblés. Les maladies telles que la mucoviscidose ou encore
I’hémophilie sont I’objectif de ce projet. En effet, la fonctionnalisation des polymeéres par le
galactose a pour but, comme déja mentionné, de permettre la transfection des cellules
pulmonaires et hépatiques. Dans ce cadre, afin de permettre une irrigation maximale de ces
organes lors de I’administration des complexes, deux voies d’administration sont envisageées.
La premiére, pour viser les poumons, est une administration par aérosol. La deuxiéme, pour
arriver au foie, est I’injection par voie intraveineuse. En effet, pour rappel, Bertrand et Leroux®
déterminent le trajet de traitements administrés par voie intraveineuse : le premier organe
rencontré sera le cceur puis les poumons. Puis, le volume sanguin sera distribué dans les organes

dont le foie.

L’administration par aérosol demande cependant de grands volumes de solution de
complexes concentrées en ADN et permet d’envisager uniquement un ciblage du poumon.
Ainsi, I’administration par voie intraveineuse sera utilisée dans le cadre de cette étude. C’est a

dire I’injection de 200 pL de solution concentrée dans la veine caudale de souris.

11.2.b. Principe

Afin d’évaluer I’efficacité in vivo des complexes fonctionnalisés, des tests de
transfection sur souris ont été réalisés. Pour cela, les complexes réalisés dans le Tableau 1V.14

vont étre utilisés afin d’évaluer I’impact des fonctionnalisations.

Pour la fonctionnalisation par le bloc PiPrOx, un meilleur temps de circulation et une
plus faible opsonisation sont attendus dans le but de permettre une efficacité de transfection
plus élevée et sur un temps plus long.® Dans le cas d’une fonctionnalisation par I’histidine, une
amélioration de I’expression du gene est également attendue par I’augmentation de la quantité
d’ADNp libéré dans le cytosol.'® Les polyméres fonctionnalisés par le galactose ont, eux, pour
objectif d’améliorer les interactions avec les cellules afin d’augmenter [’internalisation

cellulaire des complexes et donc la transfection.®® Enfin dans le cas des polyméres en étoile, la
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structure plus dense doit permettre une meilleure stabilité des complexes et une réduction de la

cytotoxicité induite par le traitement.3

200 pL de complexes formulés par extrusion sont injectés aux souris par voie
intraveineuse dans la queue. Pour chaque type de complexes, le test est réalisé en quintuplet :
cing souris recoivent le méme traitement afin de pouvoir faire une moyenne. De plus, un lot de
5 souris regoit une solution ne contenant pas de complexes (soit une solution d’Hepes 10 mM

+ 5 % glucose).

Lors de ces expériences, comme pour les tests in vitro, il est nécessaire de quantifier la
transfection. Pour cela, le méme type de test peut étre mis en ceuvre. En effet, le méme plasmide
étant utilisé, en présence de luciférine, les cellules transfectées peuvent catalyser la synthese de
I’oxyluciférine émettant ainsi une bioluminescence. 24 h apres I’injection, les souris regoivent
une injection intrapéritonéale de luciférine. 4 min apres cette injection, les animaux sont
anesthésiés pour étre imagés (IVIS Lumina Il, Perkin Elmer, France). La bioluminescence
émise est alors enregistrée et exprimée en photons par seconde. La mesure est réalisée pour la
face postérieure et antérieure de la souris. Ce processus est répété a 48 h et éventuellement a 8

jours.

I1.2.c. Résultats

Les souris ont recu les formulations réalisées selon le Tableau 1V.14. Ces complexes
sont formulés a partir des polymeéres IPEI, IPEI(his), PEI(his)-b-PiPrOx, PEI-b-PiPrOx-Gal et
starPELI. La transfection a été évaluée par mesure de la bioluminescence des faces antérieures

et postérieures et les résultats sont présentés sur la Figure 1V.24.

La bioluminescence moyenne enregistrée pour les 5 souris ayant recu la méme
formulation, ainsi que 1’écart type entre les différents animaux, sont représentés. Il est a noter
que si la bioluminescence est nulle pour les 3 jours d’analyse, cela signifie que les individus
n’ont pas survécu au traitement et qu’aucune analyse n’a donc été réalisée. De plus, pour
certains lots, la bioluminescence a été observée uniquement a J1 et J2, il n’y a donc pas de
données pour J8 dans ce cas. Lorsque des déces ont été enregistrés, ceux-ci sont survenus
quelques heures aprés I’injection, ainsi une absence de données sur les trois jours est synonyme
de déces alors que 1I’absence de donneées a J8 signifie que les individus ont survécus mais n’ont

pas été imageés.
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Tout d’abord, divers polymeéres présentent une toxicité importante ayant engendreé le
déceés des souris. La PEI linéaire de 16 kDa, PLL-118, est toxique aux deux concentrations
testées : les cing animaux de chaque lot n’ont pas supporté le traitement. La littérature
mentionne 1’injection de complexes a base de PEI sans toxicité accrue,®’ cependant deux
différences sont a noter. Premierement, la concentration en ADN plus faible utilisée par Ito et
al. (0,2 pug.mL™?) induit une quantité plus faible de polymére injectée. De plus, leurs complexes
étant trés polydispersés, une trés grande partie est rapidement éliminée par 1’organisme. Ainsi,
les complexes de petites tailles ne représentant que 10 % en volume, ils ne permettent pas une
efficacité de transfection comparable a celle des virus. Dans notre cas, les complexes injectés
étant petits (103 et 180 nm respectivement pour les concentrations de 0,28 et 0,55 mg.mL™Y),
homogenes et a plus forte concentration en ADNp, une augmentation de 1’efficacité de
transfection était attendue. Une hypothése pouvant expliquer la forte toxicité observée est la
quantité de PEI libre trop importante ainsi que la charge positive de surface des complexes trés
nombreux qui induit la déstabilisation des membranes cellulaires. Nous concluons que la
toxicité cellulaire déja rapportée pour la IPEI ne peut étre palliée par un « effet de dilution »
intrinseque a des expériences in vivo, méme si les tailles des polyplexes injectés sont en
adéquation avec I’ensemble des exigences dans le domaine de la vectorisation. Cet essai

corrobore les suspicions concernant 1’utilisation de la IPEI en thérapie génique.

D’autre part, I’apport de la modification par I’histidine de la IPEI a pu étre analyse lors
de nos expériences. Cette fonctionnalisation permet une diminution importante de la toxicité in
vitro et une augmentation de 1’échappement de 1’endosome.® Ainsi, les complexes a partir de
IPEI(his) sont attendus comme moins toxiques en comparaison aux précédents complexes.
Cette analyse est confirmée par les résultats observés lors de ces essais in vivo. A faible
concentration (C1, 0,28 mg.mL™?), deux souris n’ont pas survécu au traitement mais les 3 souris
ayant survécu montrent la meilleure efficacité de transfection a J1 (5,94.10° ph.s? et 3,23.10°
ph.s? pour les faces antérieures et postérieures respectivement). Les résultats montrent,
cependant, également une toxicité & haute concentration puisque les cing souris n’ont pas
survecu (PLL131, C2). Les polymeres IPEI(his) permettent donc d’augmenter 1’efficacité de
transfection par la libération d’une plus grande quantité de plasmide dans le cytosol. Cependant,
cette plus grande quantité d’ADNp libérée engendre €galement la libération d’une plus grande
quantité de chaines polymére libres alors responsables de la toxicité observée.*® Ainsi, malgré
la fonctionnalisation par I’histidine et les bons résultats in vitro, la quantité de polymére pouvant

étre injectée reste limitée. A cette concentration (C1), nous nous plagcons légérement en-dessous
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de I’ICso. A J2, la bioluminescence diminue & 2,27.10° ph/s pour la face antérieure soit une
bioluminescence 26 fois inférieure & J1. Cela est lié au type de plasmide transfecté qui contient

un promoteur CMV permettant une expression transitoire du gene.

Dans le but de reduire la toxicité des polymeéres libres en solution, I'influence de la
structure du polymere a été étudiée. Les complexes a partir de PEI en étoile ou de copolymeres
PEI-b-PiPrOx fonctionnalisés ou non ont été testés lors de ces expériences in vivo. Une
diminution de la toxicité a été observée puisque les diverses solutions de complexes ont été

supportées par les souris.

Quelques formulations peuvent étre mises en avant par leur efficacité de transfection
supérieure a la bioluminescence enregistrée a J1 pour les souris n’ayant recu aucun traitement
(lot témaoin, ligne rouge). Ainsi, les polyplexes a base de PEI en étoile de 15,9 kDa, PLL-113,
et de copolymere PEI-b-PiPrOx de 15 kDa, SAK-4, présentent une bioluminescence a J1
supérieure avec une amelioration de celle-ci en fonction de la concentration. Pour la PEI en
étoile de 15,9 kDa (PLL113), les bioluminescences enregistrées pour la face antérieure sont 1,4
et 2,2 fois supérieures au lot témoin lorsque [ADN] est respectivement de 0.28 mg.mL™ (C1)
et 0.55 mg.mL™(C2). Pour la PEI-b-PiPrOx (SAK-4), les bioluminescences sont 1,5 et 2,5 fois
superieures. Ainsi, I’architecture des polyméres en étoile ou I’ajout d’un bloc hydrophile a la
IPEI permet I’injection de solutions concentrées en ADNp et donc en polymeére sans induire de
toxicité accrue. De plus, malgré une diminution de la transfection en comparaison aux
polymeres IPEI(his) (PLL131), la transfection est supérieure au lot de souris témoins. Ces
résultats sont en accord avec les analyses in vitro réalisées précédemment : 1’architecture

permet de diminuer la toxicité des polymeres tout en conservant une transfection.

Pour les polymeres en étoile, une autre masse molaire a été testée : PLL117, 8 kDa. Le
traitement est bien toléré par les animaux cependant, I’efficacité de transfection est plus faible
a haute concentration notamment a J1. Les complexes étant de taille plus élevée (119 et 293 nm
40,28 et 0,55 mg.mL"* contre 97 et 228 nm 4 0,28 et 0,55 mg.mL™* pour la PEI en étoile de 15,9
kDa), une opsonisation plus importante des complexes peut avoir lieu et ainsi expliquer cette
diminution de la transfection. En ce qui concerne les copolymeéres PEI-b-PiPrOx, deux autres
masses molaires ont pu étre testées pour le bloc PEI: 10 et 5 kDa, GwD-121 et GwD-98
respectivement. Pour ce dernier, I’expression du géne reste trés faible puisqu’une
bioluminescence comparable a celle des souris non traitées est enregistrée. Les complexes de
ces polymeres (SAK-4, GwD-121 et GwD-98) ayant tous des tailles inférieures a 140 nm pour

les concentrations a 0,28 et 0,55 mg.mL?, I’élimination de ces traitements par 1’oganisme doit

282



Chapitre 4

étre similaire. Ainsi, les parameétres pouvant justifier ce résultat sont la complexation moins
efficace observée pour ces polymeres ainsi que les potentiels zéta plus faibles diminuant les
interactions avec les cellules. Pour GwD-121, nous pouvons observer, a faible concentration,
une bioluminescence intéressante 1,8 fois supérieure aux souris témoins. Ainsi, un résultat
intéressant €tait attendu pour la concentration plus €levée. Cependant, les souris n’ont pas
supporté ce traitement. Aucune explication ne peut expliquer ce résultat, les masses molaires

plus élevée et plus faible ayant bien été acceptées.

Pour résumé, en ce qui concerne 1’architecture des polymeres, la structure en étoile ou
comportant un bloc hydrophile PiPrOx permet une diminution de la toxicité ainsi qu’une
expression du gene véhiculé. Les masses molaires en PEI conduisant aux meilleurs résultats de
transfection sont de 16 kDa pour les polymeres en étoile et entre 15 et 10 kDa pour les

polymeres PEI-b-PiPrOx.

Pour finir, dans le but d’améliorer les performances du copolymere PEI-b-PiPrOx ayant
démontré les meilleurs résultats de transfection sans toxicité (SAK-4), les complexes a base de
polymeéres fonctionnalisés par I’histidine ou par le galactose (SH-02 et GwD-148
respectivement) ont été testés sur les souris. Cependant, les résultats de bioluminescence ne
montrent pas d’amélioration de la transfection par rapport aux souris témoins. Dans le cas des
polyméres fonctionnalisés par 1’histidine, SH-02, les complexes sont de petites tailles (110 et
140 nm selon la concentration en ADN utilisée), néanmoins la complexation moins efficace
observée lors des tests in vitro peut expliquer ce résultat. Pour terminer, les complexes a base
de GwD-148 étant de taille plus élevée (293 nm et 350 nm), 1’opsonisation des complexes par
I’organisme est plus rapide conduisant a une diminution de 1’efficacité et peut expliquer ce
résultat non concluant.® De plus, comme vu précédemment in vitro, la faible accessibilité du

galactose causee par I’espaceur hydrophobe ne permet pas le ciblage cellulaire attendu.

Ainsi, pour conclure sur ces premiéres expériences in vivo, les résultats de transfection
les plus elevés sont obtenus avec la IPEI(His). Toutefois, nous observons que cette efficacité de
transfection est accompagnée d’une toxicité élevée (transfection avec faible concentration
uniquement, et perte de deux souris). Des études avec des concentrations plus faibles ou de
multiples injections pourraient étre envisagées dans le futur, en utilisant des formulations
obtenues par extrusion. Un travail visant a diminuer encore les diametres des polyplexes doit
étre entrepris sur ces vecteurs, de fagcon a obtenir des polyplexes de taille proche de 80 nm, taille
dans la gamme idéale comme 1’a démontré Dong et coll. (75 ou 87 nm).2! Pour les essais réalisés

avec les nouvelles architectures et fonctionnalisations des PEI développées au laboratoire, ce
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choix des PEI en étoile ou I’ajout d’un bloc hydrophile tel que PiPrOx a la IPEI est concluant
puisque le traitement est toléré par les souris tout en permettant une transfection. Les masses
molaires de 16 kDa pour les PEI en étoile et de 15 et 10 kDa pour les copolymeéres présentent
des résultats prometteurs. En ce qui concerne les fonctionnalisations susceptibles d’améliorer
le transfert de génes (histidine pour 1’échappement de 1’endosome, galactose pour le ciblage
cellulaire), il est nécessaire de travailler sur la solubilité de ces polymeres fonctionnalisés et sur
la formulation de polyplexes stables permettant une condensation forte de I’ADNp. Ces études

permettront peut-étre la formulation de complexes plus efficaces lors des tests biologiques.
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Conclusion

Dans ce chapitre, une nouvelle technique de formulation a, tout d’abord, été mise au
point avec succes. La formation de complexes par extrusion ouvre la voie a la synthese de
polyplexes de plus petite taille et a une concentration plus élevée que lors de formulations
classiques. Les parametres permettant une amélioration de la taille des complexes ont été
optimisés ; a savoir, une pression de 1 bar, un diamétre de pore de 30 nm ainsi qu’un pH de 4,5
pour la solution de polymeére. Ces paramétres ont pour but d’améliorer les cinétiques de

complexation mises en jeu lorsque I’ADNp sort du pore et rencontre les chaines polymeéres.

L’objectif était de formuler des complexes inférieurs a 100 nm. Cet objectif a été atteint
avec succes lors de I’utilisation de IPEI de 5 a 25 kDa avec des résultats optimum obtenus pour
la IPEI de 10 kDa & 0,05 mg.mL™* (70 nm). Néanmoins, I’utilisation de polyméres de différentes
structures (étoile ou copolymere) ou fonctionnalisés par I’histidine ou le galactose conduit &
une augmentation de la taille des complexes. Les résultats prometteurs obtenus avec les IPEI
nous ont amené a la formulation de complexes concentrés en ADNp. A haute concentration en
ADNp, des tailles comprises entre 73 et 350 nm ont été obtenues. Bien que 1’objectif de
complexes inférieurs a 100 nm n’ait pas été atteint pour tous les complexes, des solutions de
complexes d’une concentration en ADNp comparable a celle des virus sont obtenues de fagon
stable pour la premiére fois. Cela est une avancée notable et importante dans le cadre de la

thérapie génique non virale.

Dans le but de discriminer ces formulations, des tests biologiques ont été effectués in
vitro et in vivo afin d’évaluer les capacités de transfection et la cytotoxicité des nouvelles
architectures synthétisées au cours de ce projet. Ces analyses biologiques ont permis de mettre

en évidence différents points importants pour une thérapie génique sdre et efficace.

Tout d’abord, la IPEI et la IPEI(his) sont tres efficaces pour des thérapies géniques in
vitro. Cependant, ces polymeéres montrent leurs limites in vivo. En effet, lors de la formulation
de solutions a une concentration en ADNp similaire aux thérapies virales, les traitements ne
sont pas supportés par les souris malgré la tres bonne efficacité de transfection observee avec
la IPEI(his) pour 3 souris. La fonctionnalisation de ces polymeres menée tout au long de ce

travail de thése est donc primordiale.

La POxylation des complexes a permis de diminuer la cytotoxicité des complexes tout
en permettant une transfection similaire aux IPEI témoins in vitro. In vivo, 1’ajout de ce bloc

hydrophile est méme nécessaire a la tolérance du traitement par les animaux. Les copolymeres
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PEI-b-PiPrOx comprenant un bloc PEI de 10 ou 15 kDa et un bloc PiPrOx de 5,7 kDa sont les
copolymeéres ayant permis les meilleurs résultats lors des tests in vivo et sont donc prometteurs

pour la suite de cette étude.

La structure en étoile a également permis une transfection sre (pas de déces) et une

transfection efficace dans le cas d’une masse molaire en PEI de 16 kDa.

Enfin, les fonctionnalisations des copolymeéres par 1’histidine et par le galactose n’ont
pas montré les résultats escomptés. Dans le cas de I’histidine, des tests supplémentaires doivent
étre réalises a des WRpg plus €élevés. La complexation efficace de I’ADNp devrait permettre
un impact positif sur la transfection. Pour le galactose, la synthese du polymeére doit étre
modifiée afin de permettre 1’obtention de polymeéres sans espaceur hydrophobe. De futurs tests
permettront ensuite de conclure sur 1’apport de cette fonctionnalisation. Des efforts importants
sur ce point seront nécessaires afin de permettre un ciblage cellulaire actif palliant la furtivité

induite par le bloc PiPrOx.

Pour conclure, les expériences ont permis d’avancer la réflexion scientifique. Dans le
but de mimer I’architecture et 1’efficacité des virus, les complexes devront étre formulés par
extrusion avec les paramétres mis au point. La fonctionnalisation des IPEI est nécessaire & une
thérapie génique sre. Notamment, les PEI en étoile et la POxylation des complexes permettent
I’injection non virale de grande quantité d’ADNp sous forme de complexes de petites tailles
non toxiques. Ces complexes pourront encore étre améliorés avec un travail sur la

fonctionnalisation permettant 1’échappement de 1’endosome et un ciblage cellulaire.
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Annexes

Annexe 1V.1 : Définition des différents parametres présents dans les tableaux.

H l
@)

Mn polymer représente la masse molaire totale du polymere en prenant en compte toutes
les fonctionnalisations d’aprés I’équation suivante :

_ My, pEren o
anolymer - n PEIL,th + M X %HNA X MHNA + Mn PiPrOx,th

El

%PEI représente la fraction massique en la quantité de PEI contenue dans le polymere
et est calculé d’aprés 1’équation suivante :

Mn PEIlth

%PEI =
Mn polymer

Dans cette formule, seul le squelette PEI est pris en compte, i.e le poids apporté par les résidus
histidine a été retiré au poids total des motifs EI (modifiés et non modifiés).

WRpolymer représente le rapport entre la masse de polymeére et la masse d’ADN lors de
la formulation d’aprés 1’équation suivante :

WR _ mass polymer _ [polymer] X Vypoiymer
polymer = mass DNA ~ [DNA] X Vpua

WRepE! représente le rapport entre la masse de PEI et la masse d’ADN lors de la
formulation d’aprés 1’équation suivante :

mass polymer
mass DNA

WRpg; = X %PEI = WR polymer X %PEI
N/P représente le rapport entre le nombre total de motifs EI (fonctionnalisés et non
fonctionnalisés par la HNA) et le nombre de base de I’ADN lors de la formulation d’aprés

I’équation suivante :

maSSPolymer X [polymer] X Vpolymer x Mn PEI
EI
N _ mOIEI _ Mn Polymer n _ Mn Polymer MEI
—  mass
P mOIPhosphate base M—DNA Xnpna [DNA] X Vbna % My, pna
nDNA Mn DNA Mnucleotide
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Annexe V.2 : Formulation classique des polyplexes pour les tests in vitro.

Dans le cas de IPEI, les formulations aux différents WRpg| sont réalisés suivant le
Tableau 1V.15.

Tableau 1V.15 : Parametres de formulation des polyplexes par voie classique pour les tests in
vitro aux divers WRpg dans le cas d’une IPEI non fonctionnalisée.

DNA solution Polymer solution
WR VbNA Vpolymer Total
PEL | (1 mg.mLY) VHepes (1 mg.mL) VHepes | Volume
(UL) (ML) (uL) (ML) (ML)
1/1 10 10 40 10 40
31 10 50 120 30 120
5/1 10 90 200 50 200
6/1 10 110 240 60 240
8/1 10 150 320 80 320

Si des polymeres de type IPEI(his), PEI-b-PiPrOx, PEI(his)-b-PiPrOx ou PEI-b-PiPrOx-

Gal sont utilisés, les formulations sont réalisées selon le Tableau 1V.16.

Tableau 1V.16 : Parametres de formulation des polyplexes par voie classique pour les tests in
vitro aux divers WRpg| dans le cas d’une PEI fonctionnalisée.

DNA solution Polymer solution Total
WRPEI VbNA V polymer functionalized Volume
(1 mg.mL?) V(Hleges (1 mg.mL?) V(Helses (uL)
(L) " (L) "
1/1 10 10 40 / % PEI 10 — (Vpolymer functionalized — 40) 40
3/1 10 50 120 / % PEI 30 — (Vpolymer functionalized — 120) 120
5/1 10 90 200 / % PEI 50 — (Vpolymer functionalized — 200) 200
6/1 10 110 240 / % PEI 60 — (Vpolymer functionalized — 240) 240
8/1 10 150 320/ % PEI 80 — (Vpolymer functionalized — 320) 320

Par exemple, dans le cas d’une formulation au WR 1/1 avec un polymere contenant

60 % massique de PEI, le volume de solution de polymére a 1 mg.mL™ & prélever sera de 16
uL (10 /60 *100 = 16 uL) et le volume d’Hepes a ajouter sera de 4 uL (10 — (16 — 10) = 10 —

6=4puL).
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Annexe 1V.3 : Tests de cytotoxicité des homopolymeres polyoxazoline sur des cellules (a)
HeLa et (b) A549.

Les homopolymeres poly(2-alkyl-2-oxazoline) synthétisés au laboratoire ont été testés sur deux
types de cellules (HeLa et A549) afin de connaitre la toxicité qu’ils induisent. Les deux
graphiques présents ci-dessus démontrent que les polyméres PMeOx, PEtOx et PiPrOx de 5
kDa n’induisent aucune toxicité au méme titre que le PEG utilis€ comme référence ici (100 %
de viabilité cellulaire quelle que soit la concentration en polymere). Ces poly(2-oxazoline)s
peuvent ainsi étre utilisées en transfert de génes couplées a de la PEI afin de diminuer sa toxicité
et permettre également une furtivité des complexes.

(Collaboration avec 1’équipe de Pr. Tristan Montier — UBO — Brest)
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Part I. Instrumentation

I Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

The Institut Parisien de Chimie Moléculaire (IPCM) uses different NMR spectrometers
from the NMR platform of the FR2769 federation. 300 MHz Bruker Nanobay spectrometers
and 400 MHz Bruker Nanobay spectrometer are available in self-service. Our *H NMR analyses
are performed on theses spectrometers. For others analyses with longer time of experiment (**C
NMR, 2D experiments: *H/*H (COSY) and H/**C (HSQCed) or DOSY experiment), two
spectrometers (400 MHz Bruker Avance | and 600 MHz Bruker Avance I11) are available with
booking. These five spectrometers are equipped with autosamplers. The exploitation software

used was TopSpin.

The solutions for NMR analyses were prepared at 30 mg.mL™ for *H NMR analysis and
at 80-100 mg.mL™* for 1*C NMR analysis with deuterated solvents from Euriso-TOP. 'H, 3C,
HSQC and COSY analyses were processed at 20 °C. The diffusion-ordered spectroscopy
(DOSY) experiments were carried out at 298 K using the ledbpgp2s.mod pulse sequence with
a linear gradient of 16 steps between 5 and 95 %. The maximum field gradient strength was
equal to 5.54 G.mm™. Before each diffusion experiment, the length of the gradient & and the
diffusion time A were optimized. The software used for data analysis was also TopSpin. The

used mathematical treatment of the data was described in an article from the team.!

Spectra were processed on MestReNova software for 1D analyses. For 2D analyses,
TopSpin software was used to phase the spectra before thr process on MestReNova. The
chemical shifts were expressed in parts per million (ppm) and the spectrum calibration was
performed with the solvent signal. Table V.1 gives the chemical shift for the solvents used.

Table V.1 : Chemical shifts of used deuterated solvents.

lH 13C
Multiplicity | & (ppm) | Multiplicity | o (ppm)
Chloroform (CDCls) singulet 7.26 triplet 77.16
Water (D20) singulet 4.79 - -
Methanol (Methanol-Da) quintuplet 3.31 septuplet 49.00
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Il.  Size Exclusion Chromatography (SEC)

I.L1. SECin DMF

Size Exclusion Chromatography (SEC) in DMF was performed with a system equipped
with two columns PSS GRAM 1000 A (8 x 300 mm:; separation limits: 1 to 1000 kg.mol) and
one PSS GRAM 30 A (8 x 300 mm; separation limits: 0.1 to 10 kg.mol™?) coupled to a
differential refractive index (RI) detector and a UV detector at 60 °C. The eluent used was DMF
containing 1 g.L? of LiBr at a flow rate of 0.8 mL.min™. Samples were filtered over 0.22 pm
PTFE filters before analysis. The number-average molar mass (Mn), the weight-average molar
mass (Mw), and the dispersity B (B = Mw/M,) of the polymers were calculated using PMMA

standards.

I1.2. SECin water

The SEC analyses in water were performed at 35 °C with a 0.2 M NaNOs aqueous
solution and a flow rate of 0.7 mL.min using a Viscotek SEC system (Viscotek VE 2001 GPC
Solvent GPC MAX Sample Module and TDA 302 triple detector array) equipped with two
SHODEX OH pack columns SB-806 M HQ (13 pm, 300 x 8 mm). Polymers were injected at
a concentration of 4 mg.mL* after filtration through a 0.2 pum pore size membrane. The absolute
molar masses were determined by the three in-line detectors (refractometer, viscometer, and

light scattering) relying upon a calibration based on poly(ethylene oxide) standards.

lll. Dynamic Light Scattering (DLS)
DLS analyses were performed in two different apparatus.
The first one, located at IPCM, is a Nano S90 (Malvern). Analyses were performed at

different temperatures with a 5 mW He—Ne laser at 633 nm. The scattered light intensity was

measured at an angle of 90 °. Averages diameters in number and intensity will be discussed.

The second one, used in Orléans, is a SZ-100 Nanopartica (Horiba). Analyses were
performed at 25 °C with a 10 mW DPSS laser at 532 nm. The scattered light intensity was

measured at an angle of 90 ° for size analyses and 13 ° for zeta potential analyses.
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IV. Mass spectrometry

IV.1. Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization Time-

Of-Flight (MALDI-TOF)

Mass spectra were recorded by matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-
flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) using a Bruker autoflex 11l smartbeam mass
spectrometer, equipped with a laser that produces pulses at 337 nm using: (a) 2,5-
dihydroxybenzoic acid (2,5-DHB) as a matrix without cationizing agent for poly(2-methyl-2-
oxazoline), (b) 2,5-dihydroxybenzoic acid as a matrix and Nal as a cationizing agent for poly(2-
ethyl-2-oxazoline) or (c) a-cyanohydroxycinnamic acid (CHCA) as a matrix and Nal as a
cationizing agent for poly(2-isopropyl-2-oxazoline). Spectra were recorded in reflectron and

linear mode at an accelerating potential of 20 kV.

Samples were prepared by dissolving the polymer in ACN/H20 1/1 v/v for matrix (a),
in ACN/H20 1/1 v/v for matrix and salt (b) or in ACN for matrix and salt (c) at a concentration
of 5 mg.mL. A 10 pl aliquot of this solution was mixed with 20 pl of matrix solution (at 20
mg.mL? in ACN/H20 1/1 v/v for 2,5-DHB matrix or MeOH for CHNA matrix) and 10 pl of
salt solution if required (at 20 mg.mlI** in ACN). A poly(ethylene oxide) standard of known
structure, Mn = 1470 g.mol ™2, purchased from Polymer Standards Service) was used to calibrate

the mass scale.

IV.2. High Resolution Mass Spectrometry (HRMS-ESI)

High resolution mass spectrometry analyses were done with ESI-LQT-Orbitrap XL
(Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France) in negative ionization mode with a capillary
tension of 3.2 kV. Applied tensions were 20 and 70 V, respectively for the ions transfer capillary
and tube lens. The transfer capillary was maintained at 275 °C. The detection was realized in
the Orbitrap with a resolution fixed at m/z 100000 (at m/z 400) and a m/z range between 200
and 400 in profile mode. Spectra were analyzed with XCalibur 2.1 software (Thermo Fisher
Scientific, Courtaboeuf, France). The automatic gain control (AGC) was adjusted at 300 ms
with 1 pscan. 10 pL at 0,01 mg.mL? in ACN were injected with a HPLC Thermo Finnigan
Surveyor System (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France) with a continue infusion of

methanol at 100 pL.min,
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V. Nano DSC differential scanning calorimeter

Nano DSC thermograms were recorded on a N-DSCIII instrument from TA
Instruments. The reference cell was filled with water (0.3 mL) and the sample cell (0.3 mL)
with aqueous solution of polymer ([Ox units] = 0.48 M). The capillary cells were not capped,
and a constant pressure of 5 x 10° Pa was applied. Four cycles of heating and cooling (1 °C.min"
1 were performed. A baseline scan (solvent in both reference and sample cells) was
systematically conducted in identical conditions and subtracted from the sample scan (the first

run was used to performe the calculation).

VI. Cryogenic Transmission Electron Microscopy (Cryo-TEM)

Polyplexes were analyzed by Cryogenic Transmission Electron Microscopy (Cryo-
TEM). 3 pL of sample solution were placed on a perforated carbon grid (Quantifoil R2/2),
previously ionized by glow discharge. The excess solution was absorbed with filter paper and
then the grid was immersed directly in liquid ethane cooled with liquid nitrogen with a FEI
Vitrobot cryoplunger. The grids were stored in liquid nitrogen until use. The frozen samples
were introduced into a high resolution JEOL-2010 transmission electron microscope equipped
with a 200 kV field emission gun via a Gatan 626 cryoholder. Samples were imaged at 50 000
magnification using a minimal dose system enabling film exposure while preserving samples
from beam damage. Images were collected with a Gatan Ultrascan 4K CCD camera with a 1.5

and 2 um defocus.

Part Il. Synthetic procedures

. Reagents

Used reagents are listed in Table V.2. Acetonitrile (CH3CN, VWR), allyl bromide, 2-
ethyl-2-oxazoline, 2-methyl-2-oxazoline and 2-isopropyl-2-oxazoline were dried over calcium

hydride. These reagents were cryodistilled before used

Morpholine and piperidine were dried over molecular sieves (3 A) activated by heating
at 150 °C overnight under vacuum prior to use. Propargyl p-toluenesulfonate was dried over
CaCOs and filtered with 0.2 um PTFE filters in the glove box before used. Dansyl chloride was

dried under vacuum prior to use.
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3-mercaptoethylgalactose was synthesized by Dr. Vincent Corcé from IPCM — Chembio
Team and stored under N2 atmosphere.

HCI (37 %), 1-butanol (> 99 %), 1-propanol (99.9 %), and 1,2-propanediol (99 %) were
purchased from Aldrich. Dichloromethane and absolute ethanol were purchased from VWR
chemicals. Deionized water was obtained using a Millipore Milli-Q system.

Table V.2: List of reagents used

Name Purity Supplier Molar m?ss Doensity at_125
(%) (g.mol™) C (g.mL™)
1-(2-propynyl)piperazine 97 TCI 124.2 -
2-éthyl-2-oxazoline >99  Sigma-Aldrich 99.13 0.982
2-isopropyl-2-oxazoline 97 TCI 113.13 0.950
2-methyl-2-oxazoline 98 Sigma-Aldrich 85.10 1.005
Allyl bromide 99 Sigma-Aldrich ~ 120.98 1.398
Acryloyl chloride 96 Alfa Aesar 90.51 1.114
Dansyl amide 99  Sigma-Aldrich 250.32 -
Dansy!l chloride 97 ABCR 269.76 1.360
L-histidine >99 Sigma-Aldrich 155.15 -
Morpholine 99 ABCR 87.12 1.007
N,N-Diisopropylethylamine 99  Sigma-Aldrich 129.24 1.414
Piperidine 99 Acro.s 85.15 0.862
Organics
Propargyl p-toluenesulfonate 97  Sigma-Aldrich 210.25 1.22
tert-butylhydroperoxyde . Sigma-Aldrich  90.12 0.940

in aqueous solution at 70 %

Il. Dialysis

Dialysis membrane purchased from Repligen. Spectra/Por® 6 Standard Regenerated
Cellulose (RC) with a cut off of 1 kDa was used. Solvent used were water, ACN or alcohol and

a minimum of three exchanges of the solvent were performed during a dialysis time of 24h.
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lll. Poly(2-oxazoline)s synthesis

lll.1. Homopoly(2-oxazoline)s

Polymerization of MeOx, EtOx, iPrOx were conducted in acetonitrile at 80 °C in a 100
mL schlenk flask degassed under high vacuum and flamed out. Monomers, solvent and allyl
bromide were dried before and over CaH» as follows: the round bottom flask with ramp
connector containing CaH> and the reagent were freezing and put under high vacuum. 2 cycles
of freeze/thaw at minimum were performed to obtain a vacuum of 8.10° to 4.10° mbar. After
cryodistillation, products were stored in glove box until use (4 weeks at maximum). The

following procedure of polymerization is detailed for GwD-133.

A 1.5 M solution of 2-methyl-2-oxazoline (2 mL, 2.36.102 mol.L?, 235 eq) in
acetonitrile (13.58 mL) with propargyl p-toluenesulfonate (17 pL, 1.0.10* mol, 1 eq) was
stirred at 80 °C under N2 atmosphere. After complete conversion of MeOx (4 days), the shlenck
was cooled down to room temperature. An excess of morpholine (90 pL, 1.0.10° mol, 10 eq)
was added to quench the reaction and stirred all night long. *H NMR spectroscopy analysis of
the reaction medium was performed to ascertain MeOx conversion. Then, the solvent was
evaporated and the polymer was dried in vacuum overnight at 50 °C and purified by two
dialyses against CAN, for the first one, and water, for the second one. The polymer was
recovered by freeze drying. The synthesized polymer was analysed by SEC and NMR
spectroscopy in order to determine M, and B and to confirm its structure.

Quantities and monomer/initiator ratios used for the other polymerizations were

summarized in the respective tables in the manuscript.

l11.2. PMeOx-b-PEtOx copolymers

Diblock copolymers POx were synthesized via cationic ring-opening polymerization of
Ox in a two-step procedure by sequential monomer addition. The procedure for the synthesis
of PMeOx-b-PEtOx, and in particular the used reagents quantities, are detailed for P>

copolymer.

A 100 mL schlenk flask was degassed under high vacuum and flamed out. First,a1.5 M
solution of 2-methyl-2-oxazoline (6.2 mL, 7.32.102 mol, 233.8 eq) in acetonitrile (42.6 mL)
with allyl bromide (27 pL, 3.13.10“ mol, 1 eq) was stirred at 80 °C under N, atmosphere. After
complete conversion of MeOx (5 days), the schlenk was cooled down to room temperature. A
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small sample (0.6 mL) was taken for SEC and 'H NMR analyses to confirm the MeOx
conversion. Then, 2-ethyl-2-oxazoline (0.96 mL, 9.48.10° mol, 31 eq) was added in order to
obtain a 0.197 M solution of 2-ethyl-2-oxazoline and the reactor was again stirred at 80 °C for
3 days. At the end of the polymerization, an excess of piperidine (0.31 mL, 3.13.10 mol, 10 eq)
was added to quench the reaction and stirred all night long. *H NMR spectroscopy analysis of
the reaction medium was performed to ascertain EtOx conversion. Then, the solvent was
evaporated and the polymer was dried in vacuum overnight at 50 °C and purified by dialysis
against water. The polymer was recovered by freeze drying. The synthesized copolymer was
analysed by SEC and H NMR spectroscopy in order to determine M, and B and its

composition.

Quantities and monomer/initiator ratios used for the other polymerizations are

summarized in the respective tables in the manuscript.

l11.3. PiPrOx-b-PMeOx copolymers

The procedure for the synthesis of PiPrOx-b-PMeOx, and in particular the used reagents

quantities, are detailed for Ps copolymer.

A 100 mL schlenk flask was degassed under high vacuum and flamed out. First,a 1.5 M
solution of 2-isopropyl-2-oxazoline (1.1 mL, 9.24.10° mol, 50.5 eq) in acetonitrile (5.03 mL)
with propargy! p-toluenesulfonate (32 pL, 1.83.10* mol, 1 eq) was stirred at 80 °C under N
atmosphere. After complete conversion of iPrOx (2 days), the schlenk flask was cooled to room
temperature. A small sample (0.6 mL) was taken for SEC and *H NMR analyses to confirm the
iPrOx conversion. Then, 2-methyl-2-oxazoline (3.38 mL, 3.99.102 mol, 235 eq) and
acetonitrile (21.06 mL) were added to obtain a 1.5 M solution of 2-methyl-2-oxazoline and the
reactor was again stirred at 80 °C for 3 days. At the end of the polymerization, an excess of
piperidine (0.17 mL, 1.70.10" mol, 10 eq) was added to quench the reaction, and the mixture
was stirred overnight. 'H NMR spectroscopy analysis of the reaction medium was performed
to ascertain MeOx conversion. Then, the solvent was evaporated, and the polymer was dried in
vacuum overnight at 50 °C and purified by two successive dialyses (the first one against ACN
and the second one against water). The polymer was recovered by solvent evaporation after the
first dialysis and freeze-dried after the second dialysis. The synthesized copolymer was

analysed by SEC and *H NMR spectroscopy to determine Mn, P and its composition.
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Quantities and monomer/initiator ratios for the other polymerizations are summarized

in the respective tables in this manuscript.

IV. Poly(ethylenimine) synthesis

IV.1. Homopolymers of poly(ethylenimine)

IV.1.a. Basic hydrolysis

PMeOx and PEtOx homopolymers were dissolved in distilled water at 0.85 M amide
concentration with 2.1 equivalents of NaOH per oxazoline unit and then heated at reflux. After
two days of reaction, the reaction medium was neutralized by 12.5 M HCI addition to reach
neutral pH (checked with pH paper). Then, the hydrolyzed polymer was purified by dialysis
against water and recovered by freeze-drying. *H NMR spectroscopy in MeOD or D;O was
used to determine the hydrolysis rate. Conditions and results are summarized in respective

tables in this manuscript.

IV.1.b. Acidic hydrolysis

PMeOx homopolymers were dissolved in distilled water at 0.48 M amide concentration
with 9 equivalents of HCI per oxazoline unit and then heated at reflux. After 16.5 h of reaction,
12.5 M NaOH solution was added to neutralize the reaction medium and reach a neutral pH.
After purification by dialysis against water, the hydrolyzed polymer was recovered by freeze-
drying. *H NMR spectroscopy in D,O was used to determine the hydrolysis rate. Conditions

and results are summarized in respective tables in this manuscript.

IV.2. POx-b-PEIl copolymers

IV.2.a. Basic hydrolysis

Copolymers were dissolved in distilled water at a 0.8 M amide concentration and then
heated at reflux in a 100 mL round bottom flask equipped with a condenser. After 15 min of
reflux, NaOH was added (2 egq/Ox unit for Hp1-1 and Hp12 and 1 eq/Ox unit for Hp2-1). Each
hydrolysis was performed at reflux as a function of time (see different tables in this manuscript).
Then, the hydrolyzed polymer was purified by dialysis against water and recovered by freeze-
drying. No analysis was performed because of the polymer insolubility.
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IV.2.b. Acidic hydrolysis

The different copolymers were hydrolyzed by adjusting a procedure reported by
Hoogenboom et al.2 Co-POx were dissolved in pure ethanol and heated at reflux in a 100 mL
one-neck round bottom flask equipped with a condenser. After 15 min of reflux, 37% HCI was
added to obtain ethanol/water 80/20 (v/v) solvent mixture in the reactor. The amide
concentration was set at 0.48 M for each hydrolysis with a ratio of 6.6 eq of HCl/amide function.

Each hydrolysis was performed at reflux for varying times according to the copolymer mo

lar mass. Then, the hydrolyzed polymer was purified by dialysis against water and
recovered by freeze-drying. *H NMR spectroscopy was used to determine the hydrolysis ratio

of each block. Conditions and results are summarized in respective tables in this manuscript.

For PiPrOx-b-PMeOx hydrolysis, each hydrolysis reaction was kinetically monitored.

The results reported in the tables correspond to the optimized conditions.

Solubilization of hydrolyzed homo and copolymers (PEI and PEI-b-PiPrOx) in water
needed, sometimes, to heat the solution (oil batch at 65 °C). If the polymer was not solubilized
after 30 min at 65 °C, HCI 6 M was added to reach pH 2. After complete solubilization
(translucid solution), 1 M NaOH was added slowly to obtain neutral pH. The pH was checked
by pH paper.

V. Polymers post-functionalization

V.1. Histidine grafting

V.1l.a. Synthesis of HNA

The procedure for the synthesis of L-histidine-N-acryloyl, and in particular the used
reagents quantities, is detailed for ASV-3.

In a 50 mL three-neck round-bottom flask, 3.02 g de L-histidine (19.9 mmol, 1 eq) were
solubilized in alkaline solution with 0.9 g of sodium hydroxide (22.5 mmol) in 10 mL of
distilled water. Then, 1.61 mL of acryloyl chloride (20 mmol, 1 eq) and 1.61 mL of alkaline
solution of sodium hydroxide (12.5 M) were added to the reaction medium. The simultaneous

addition of these two solutions was monitored with a syringe driver during 6 h with a flow rate
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of 0.005 mL.min. During all the addition time, the reaction medium was stirred at -5 °C

(cryostat used). The pH needed to be maintained between 12 and 13 during the reaction.

Note: The reaction medium pH was checked with pH paper every 15 min. If the pH
went down under 12, some drops of sodium hydroxide (12.5 M) were added with Pasteur pipette

to reach a pH upper 12 (pH paper).

At the end of the addition, the solution was acidified with 9 mL of hydrochloride acid
6 M to reach a pH around 2. The mixture was precipitated in 400 mL of cold acetone (first
precipitation). This precipitation allowed the elimination of salts (NaCl) and the L-histidine
which did not react. The mixture was then filtered with sintered glass of porosity 3 to recover
the filtrate. The solvent was evaporated at ambient temperature, then the reddish liquid was
freeze dried during 16 h. After lyophilisation, a pink crystalline solid was obtained. The solid
was, then, solubilized in a mixture of 3 mL of water distilled and 1 mL of HCI 6 M and
precipitated in 50 mL of cold acetone (2" precipitation). As previously, the mixture was filtered
in a sintered glass of porosity 3, the solvent was evaporated. After the last lyophilisation, a

white solid was obtained.
The characterization of the final product was done by *H NMR in deuterated water.
Notes:

- The product must not remain in solution
- The product must not be heated in solution
- The final product is sensitive to humidity and needs to be stored under inert

atmosphere at -20 °C.

V.1.b. HNA grafting onto polymers

The procedure for the synthesis of histidinylated homopolymers, and in particular the

used reagents quantities, is detailed for GwD-156.

In a 50 mL three-neck round-bottom flask equipped with a condenser, 250.0 mg of PEI
(GwD-138, 5.81.10° mol of El units, 1 eq) were solubilized in 2.5 mL of distilled water and 2
mL of HCI 6 M were added to obtain a pH of 2 (checked with pH paper). The solution was
totally clear. Some drops of NaOH 12.5 M were added to reach a pH of 7 (checked with pH
paper). Then, a solution with 400 mg of L-histidine-N-acryloyl (GwD-129, 1.74.10° mol, 0.3
eq) in 2 mL of distilled water was added drop by drop in the reaction medium with a syringe

driver. A flow rate of 0.08 mL.h™ was set (25 h of addition). The reaction medium was stirred
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at reflux under inert atmosphere during 2 days from the start of the addition. Then, the solution
was freeze dried during 16 h. The yellowish solid was solubilized in a minimum of water (= 2/3
mL) and precipitated in a cold mixture of ethanol (220 mL) / HCI 6 M (3,75 mL) (T <-40 °C
with a liquid nitrogen bath and acetone because at ambient temperature, the product
solubilizes). The filtration was done with a sintered glass of porosity 5 with gradual addition of
the mixture to avoid warming. The precipitate was solubilized in 3 mL of distilled water and
dialyzed against water. The product was recovered by freeze-drying. The dialysis allowed to

remove unreacted HNA molecules, residual HCI and ethanol.

V.2. Galactose grafting

V.2.a. Synthesis of the 3-mercaptopropyl-B-D-galactopyranoside
The synthesis was performed by Dr Vincent Corcé (IPCM, Chembio Team)

Synthesis of allyl 2,3,4,6-Tetra-O-Acetyl-4-D-galactopyranoside

1,3eq ~~_-OH

AcOOAc AcOOAc
o 1,6 eq BF30Et2 o
AcO OAc DCM AcO O
AcO overnight ACO \/\\\

To a stirred solution of penta-O-acetyl- f-D-glucopiranoside (1 equiv., 15.3 mmol, 6 g)
in anhydrous dichloromethane (60 mL) was added allyl alcohol (1.3 equiv., 19.6 mmol, 1.4
mL) under Ar atmosphere. The solution was cooled to 0 °C with an ice bath and BF3OEt (1.6
equiv., 25 mmol, 3 mL) was added dropwise. The ice bath was removed after the addition and
the reaction mixture was stirred overnight. Water was added and the solvent was removed under
reduced pressure. The residue was dissolved in EtOAc and washed with aqueous 1 M HCI
solution, sat. NaHCOs, H20 and brine. The organic phase was dried over MgSO4 and the
solvent was evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by silica gel
column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate, 75/25 v/v) to afford the title compound
(3.1 g, 52 %) as a colorless oil. The product is characterized by *H and **C NMR in CDCls.

Analytical data were in agreement with those reported in the literature.®

IH-NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 5.90 — 5.77 (1H, m), 5.37 (1H, d, J = 3.0 Hz), 5.30
~5.15 (3H, m), 5.00 (1H, dd, J = 10.5 Hz, J = 3.5 Hz), 4.50 (1H, d, J = 7.9 Hz), 4.38 — 4.30
(1H, dd, J = 13.3 Hz, J = 5.0 Hz), 4.22 — 4.04 (3H, m), 3.88 (1H, t, J = 6.7 Hz), 2.14 (3H,s),
2.05 (3H,5), 2.04 (3H,5), 1.96 (3H,5).
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13C NMR (100 MHz, CDCls) &/ppm: 170.3, 170.2, 170.1, 169.4, 133.4, 117.5, 100.1,
71.0,70.7, 70.0, 68.9, 67.1, 61.3, 20.6 (4 C).

Svynthesis of 3-(thioacetyl)propyl-2,3.4,6-tetra-O-acetyl-5-D-galactopyranoside

0]

1eq
AcOOAc SH AcOOAc
e} DPAP 2 mol % o
_— >
AcO o CHCI
AcO 3 AcO (@)
N\ UV 350nm,24h AcO \/\/SAC

Inert Atmosphere

To a stirred solution of allyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranoside (1 equiv.,
4.77 mmol, 1.85 g) in chloroform (1 mL) was added thioacetic acid (1 equiv., 4.77 mmol, 340
pL) followed by 2,2-Dimethoxy-2-phenylacetophenone (DPAP, 2 mol%, 95.4 pmol, 24 mg)
under Ar atmosphere. The reaction mixture was irradiated with black light bulbs (Rayonet
system, 350 nm) with stirring for 24 hours. The chloroform was evaporated and the crude
product was purified by silica gel column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate, 70/30
v/v) to afford the title compound (1.82 g, 82 %) as a colorless oil. The product is characterized
by *H and 3C NMR in CDCls Analytical data were in agreement with those reported in the

literature.*

IH NMR (400 MHz, CDCls) &/ppm: 5.38 (d, J = 3.4, 1.2 Hz, 1H), 5.19 (dd, J = 10.5,
7.9 Hz, 1H), 5.01 (dd, J = 10.5, 3.4 Hz, 1H), 4.45 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.14 (ddd, J = 11.2, 6.7
Hz, 2H), 3.97 — 3.85 (m, 2H), 3.60 — 3.48 (m, 1H), 2.99 — 2.83 (m, 2H), 2.32 (s, 3H), 2.14 (s,
3H), 2.06 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 1.95 — 1.75 (m, 1H).

13C NMR (100 MHz, CDCls3) é/ppm: 195.8, 170.5, 170.4, 170.3, 169.6, 101.5, 71.1,
70.8, 69.0, 68.4, 67.2, 61.4, 31.8, 29.5, 25.8, 20.9, 20.8, 20.8, 20.7.

Synthesis of 3-mercaptopropyl-$-D-galactopyranoside

AcOOAc OHOH
o Sodium Metal 10 mol% o

AcO HO

O MeOH 0
ACO N sac &h OH " s
3-mercaptopropyl--D-galactose
To a stirred solution of  3-(thioacetyl)propyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-
galactopyranoside (1 equiv., 3.23 mmol, 1.5 g) in dry methanol (30 mL) was added sodium
metal (10 mol%, 0.3 mmol, 7 mg). The reaction mixture was stirred for 6 hours and Dowex

50W H+ form was added to neutralize ions. The resin was filtered and the filtrate was
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concentrated under reduced pressure at 0° C to afford the title compound in mixture (2/5) with
the disulfide form (832 mg, quantitative) as a sticky colorless syrup. The product is
characterized by 'H and C NMR in D20O. Analytical data were in agreement with those

reported in the literature.®

'H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) 6/ppm: 4.43 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.15 — 3.99
(m, 2H), 3.96 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 3.87 — 3.65 (m, 3H), 3.61 — 3.47 (m, 2H), 2.69 (t, J = 7.0 Hz,
2H), 1.96 (p, J = 6.7 Hz, 2H).

13C NMR (100 MHz; Deuterium Oxide) é/ppm: 104.9, 76.54, 74.9, 72.5, 70.2, 68.6,
62.4,30.4, 21.6.

V.2.b. Galactose grafting onto polymers

The procedure for the synthesis of glycosylated polymers, and in particular the used

reagents quantities, is detailed for GwD-148.

In a reactor closed with a glass cap, 40.3 mg of polymer (SAK-4, 2.31.10° mol, 1 eq)
were solubilized in 2.1 mL of EtOH. 3-mercaptoethylgalactose (11.7 mg, 4.6.10° mol, 20 eq)
was solubilized in 0.2 mL of EtOH and added to the reactor medium with 0.061 pL of TBHP
(solution at 70 % in water). Then, the reactor medium was stirred under UV light during 24 h.
After complete reaction, the reaction medium was dialyzed against EtOH and the product was
recovered by solvent evaporation. At the end, the yellowish product was characterized by *H

NMR in deuterated water.

The different conditions (reactor, equivalents, time, UV lamp) were specified in

respective tables.

Two different UV lights were used: The first one was a 4 Watts lamp at 365 nm, the
second one was a Rayonnet (RPR-200 model reactor) equipped with 14 lamps (35 Watts, 350
nm) and an air cooling system (it’s important to note that only 7 lamps were switched on for

experiments with this apparatus).
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Part lll. Biological protocol

1. Materials

.1. Plasmids

All tests of transfection and cytotoxicity in vitro and in vivo were done with the pCMV-
luc plasmid (pTG11033, 9514 bp, Transgene S.A., Strasbourg, France) coding for the firefly

luciferase gene (luc) under the control of the human cytomegalovirus promoter (CMV).

I.2. Reagent and buffer

Unless indication, all products used were from Sigma-Aldrich. Eagle’s minimum
essential medium (MEM), foetal bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin solution
(penicillin 10.000 IU.mL"* and streptomycin 10 mg.mL1), the phosphate buffered saline (PBS)
and the Hepes came from PAA Laboratories, Les Mureaux, France (Solution of 10 mM Hepes

was prepared in distilled water). The agarose was from Lonza.

1.3. Cells

In this work, we used two different cells lines: HepG2 cells which are human
hepatoblastoma cells (ATTC 8065 HB) and HeLa cells witch are human cancer cells (CCL2,
ATCC)

Il. Polyplexes formulation

II.L1. Standard method

Polyplexes were prepared with different weight ratio polymer/pDNA (WR) in Hepes
10 mM (pH 7,4). The appropriated quantity of polymer (solution at 0,5 mg.mL™* or at
5 mg.mL?) was added quickly drop by drop to a pDNA solution at 0.0714 pg.mL™ or
0.714 pug.mL* with vortex stirring. Volumes of each solution are indicated in respective tables.

11.2. Extrusion method

Polyplexes were prepared with different weight ratios polymer/pDNA (WR) in Hepes
10 mM (pH 7.4). The appropriated quantity of polymer was added in the trans compartment. A
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metallic prefilter and a seal were placed to close it. In the cis compartment, the pDNA solution
was added with a second prefilter and a seal. A polycarbonate membrane was placed between
the two prefilters. The two compartments were fixed and the extrusion of the cis compartment
into the trans one was processed with air pressure monitored by a manometer. VVolumes,

concentrations, WR and extrusion parameters are mentioned in respective tables.
The optimized protocol is the following one:

The polymer solution was prepared and acidified to reach pH 4.5 (pH meter control).
This solution was placed in the trans compartment and a metallic prefilter previously soaked in
the polymer solution at pH 4.5 was placed with a seal. For the cis compartment, the DNA
solution was added and the metallic prefilter soaked in Hepes 10 mM solution was placed. The
polycarbonate membrane was also soaked in Hepes solution (the two faces) before to place it
between the two compartments. After monitored the desired air pressure, the extrusion can be
done. The trans compartment solution was collected in Eppendorf tube. After 30 min, DLS

analysis can be performed.

In the case of large volume was required (more than 0.5 mL), several extrusions were

performed without cleaning between each, only the membrane was changed.

To clean the apparatus, cleaning extrusions were done without membrane: the first one
was performed with 500 pL of NaOH 0,1 M in each compartment, the second and the third one
were performed with 500 pL of distilled water in each compartment. Between each cleaning
extrusion, the prefilters were placed in a beaker with NaOH 0,1 M solution (between the 1% and
the 2" cleaning extrusion) and with a distilled water solution (between the 2" and the 3"
cleaning extrusion) for 5 min of ultrasonic cleaning. At the end, compartments and prefilters

were washed with ethanol.

lll. Size and zeta potential evaluation of polyplexes

Polyplexes were analyzed by DLS 30 minutes minimum after formulation with two

different apparatus.

The first one used in IPCM was a Zetasizer Nano S90 from Malvern (90 ° angle, 5 mW
He-Ne laser at 633nm).
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The second one used in Orléans was a SZ-100 Nanopartica from Horiba (Les Ulis,
France). Samples were illuminated with a 10 mW laser at 532 nm. The light scattering was
measured at 90 °C for the size and at 13° for the zeta potential.

IV. Electrophoretic mobility shift assays

Free pDNA and polyplexes were analyzed on a 0.6% agarose gel. Gel running buffer
was TAE (Tris base, acetic acid and EDTA) and pDNA gel was stained with Sybr safe (solution
diluted 20000x). The migration was running for 30 min at 120 V.

V. Transfection efficiency of polyplexes

24-well plates were seeded with cells at 1.5.10° cells/well in 1 mL of culture medium.
After 24 h of culture, the medium was discarded and cells were incubated during 4 h at 37 °C
with polyplexes (1 pg of DNA/well) in 500 pL of cell culture medium with 10 % of FBS. Then,
the medium containing polyplexes was discarded and replaced by 1 mL of standard culture
medium (10 % of FBS no decomplemented, 0.4 % of penicillin and streptomycin and 1 % of
glutamax). After 48 h, the luciferase activity in cell lysate was measured with a luciferase
dosage kit (Promega, E1500) and a luminometer (LUMAT LB 9507). The luciferase activity
was normalized by the total quantity of proteins measured by the BCA protein dosage (Uptima,
Interchim SA, Montugon, France) and was expressed in relative luminescent unit (RLU) per

mg of protein. For one polyplexe type given, the transfection was performed in triplicate.

VI. Cytotoxicity of polymers

24-well plates were seeded with cells at 1.5.10° cells/well in 0.9 mL of culture medium.
After 24 h of culture, 100 pL of polymer solutions in Hepes 10 mM were added (all

concentrations were tested in triplicate).

After 48 h, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT;
100 pl of 5mg.mL? solution in PBS, yellow color) was added in culture wells. After 4 h
incubation at 37 °C, the culture medium was discarded and the formazan synthetized was
solubilized by adding acidic isopropanol (HCI at 3.6.10% mol.L) and 200 pL of sodium
dodecylsulfate (SDS) at 3% in water. After 30 min incubating at ambient temperature, 200 uL
were collected and added in triplicate in a 96-well plate (As 3 wells of the 24-well plate
represent the same concentration, the cytotoxicity was calculated with 9 well in the 96-well

plate). The absorbance at 570 nm was measured with Victor I spectrophotometer and
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cytotoxicity expressed as a percentage of absorbance relative to control cells (cells without any

treatments).

VII. Invivo experiment

8-weeks old female Balbc mice were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-
Isle, France) and were maintained under specific-pathogen free conditions, and manipulations
were performed according to European Economic Community guidelines and approved by the
local ethics committee (Saisine: N°1145; Apafis: N°19672). Shaved mice were intravenously
(IV) injected with 200 ul of polyplexes in water 5 % glucose in the tail vein. 5 mice were
injected per formulation. The transfection efficacy was measured by non-invasive imaging of
luciferase activity at indicated times. Mice received first an intraperitoneal injection of luciferin
(Xenolight D-luciferine, Perkin Elmer, France) at the dose of 2 mg/mice. Four minutes later,
animals were anesthetized by isofluran inhalation (4 % air-isofluran blend) and they were
introduced inside an in vivo imaging system (IVIS Lumina Il, Perkin Elmer, France).
Luminescence images were captured at 8 x 8 binning during an exposure time of 5 min. Signal
intensity was then quantified within each region of interest, being expressed as Photon/Second
(Ph.sect).

319



Chapter 5

References

1)

)

(3)

(4)

(5)

320

Bennevault-Celton, V.; Urbach, A.; Martin, O.; Pichon, C.; Guégan, P.; Midoux, P.
Supramolecular Assemblies of Histidinylated a-Cyclodextrin in the Presence of DNA
Scaffold during CDplexes Formation. Bioconjugate Chem. 2011, 22 (12), 2404-2414.
https://doi.org/10.1021/bc200167p.

van Kuringen, H. P. C.; de la Rosa, V. R.; Fijten, M. W. M.; Heuts, J. P. A,
Hoogenboom, R. Enhanced Selectivity for the Hydrolysis of Block Copoly(2-
Oxazoline)s in Ethanol-Water Resulting in Linear Poly(Ethylene Imine) Copolymers.
Macromol. Rapid Commun 2012, 33 9), 827-832.
https://doi.org/10.1002/marc.201200046.

Markey, L.; Giordani, S.; Scanlan, E. M. Native Chemical Ligation,Thiol-Ene Click: A
Methodology for the Synthesis of Functionalized Peptides. J. Org. Chem. 2013, 78 (9),
4270-4277. https://doi.org/10.1021/j04001542.

Kurimoto, K.; Yamamura, H.; Miyagawa, A. Functionalization of Aglycones on
Sialoside Derivatives to Generate Precursors for Biological Applications. Chem. Lett.
2015. https://doi.org/10.1246/cl.151003.

A. Ashmus, R.; S. Schocker, N.; Cordero-Mendoza, Y.; F. Marques, A.; Y. Monroy, E.;
Pardo, A.; lzquierdo, L.; Géllego, M.; Gascon, J.; C. Almeida, I.; Michael, K. Potential
Use of Synthetic a-Galactosyl-Containing Glycotopes of the Parasite Trypanosoma
Cruzi as Diagnostic Antigens for Chagas Disease. Org. Biomol. Chem. 2013, 11 (34),
5579-5583. https://doi.org/10.1039/C30B40887F.









CONCLUSION GENERALE







Conclusion générale

Dans ce projet, 1’objectif était de développer de nouveaux polyplexes furtifs et
polyvalents contenant un unique plasmide. Basé sur les résultats des thérapies géniques
virales, il nous est apparu important de maitriser les tailles des polyplexes afin de pouvoir
passer les diverses barrieres biologiques. Pour cela, un objectif de taille inférieure a 100 nm a
été fixée. D’autre part, afin d’augmenter le temps de circulation du traitement dans
I’organisme, il a semblé important de designer des nanoparticules furtives. Dans ce but, nous
nous sommes intéressés a la POxylation des complexes en remplacement de la stratégie
standard de PEGylation qui démontre aujourd’hui ses limites. Enfin, pour optimiser le
transfert de geénes, I’ajout de greffons améliorant le ciblage cellulaire et 1’échappement de

I’endosome a également été étudié.

Afin de remplir ce cahier des charges, la synthese de copolymeres a blocs comportant
une partie polyéthylénimine cationique et une partie poly(2-oxazoline) hydrophile a été
revisitée. Celle-ci était, auparavant, uniquement réalisée par couplage de deux chaines
macromoléculaires entre-elles engendrant alors des limitations de rendement. Pour la
premiére fois, des copolymeéres a blocs doubles hydrophiles de type polyéthylenimine-b-
poly(2-oxazoline) ont été synthétisés par une méthode originale d’hydrolyse sélective de
précurseurs a blocs poly(2-oxazolines)s. Pour cela, le caractere thermosensible des
copolymeéres poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-b-poly(2-methyl-2-oxazoline) a été mis a profit :
I’autoorganisation des chaines macromoléculaires en micelles a haute température permet de
proteger le bloc poly(2-isopropyl-2-oxazoline) de I’hydrolyse lors de I’ ajout d’acide : seule la
couronne poly(2-methyl-2-oxazoline) de la micelle est alors hydrolysée. Cette hydrolyse
réalisée dans un mélange de solvant eau/éthanol en présence d’acide chlorhydrique et a reflux

a ainsi permis la synthese des copolymeres PEI-b-PiPrOx vises.

Dans le but d’une synthése de nanoparticules polyvalentes optimisant le transfert de
genes, ces polymeres PEI-b-PiPrOx ont ensuite été fonctionnalisés. L’apport bénéfique de
I’histidine en transfert de génes étant reporté, les copolymeres ont été modifies statistiquement
par des résidus histidine dans le but d’obtenir des PEI(his)-b-PiPrOx. Une mise au point des
conditions utilisées pour des homopolymeres PEI a été nécessaire et des résultats concluants
ont, uniqguement, été obtenus pour les PEI(his)-b-PiPrOx de haute masse molaire (10 a 18,7 %
de modification). Puis, afin de permettre un ciblage cellulaire actif du traitement de thérapie
génique, le greffage de motifs galactose a semblé pertinent pour 1’application thérapeutique
visée (thérapie génique des poumons et du foie). Les récepteurs du galactose étant

multivalents, une fonctionnalisation multifonctionnelle du polymeére permet une meilleure
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interaction avec ces récepteurs et ainsi une augmentation du ciblage cellulaire. C’est
pourquoi, des dérivés du galactose ont été greffés par chimie click via un couplage thiol-yne
sur ’extrémité PiPrOx hydrophile des copolymeéres PEI-b-PiPrOx. Cette méthode de greffage
permet de bénéficier d’un couplage bifonctionnel. Un modéle PiPrOx a montré une
fonctionnalisation de 53 % des fonctions alcynes terminales par deux dérivés galactose. Puis,
la méme stratégie a permis la fonctionnalisation des copolymeres PEI-b-PiPrOx de haute
masse molaire avec un taux de couplage de 100 %. Enfin, une étude préliminaire sur la
synthese de polymeéres poly(2-oxazoline)s portant un groupement fluorescent de type dansyle
a eté realisée dans I’objectif d’une thérapie génique théranostique. L’investigation plus
poussée de cette fonctionnalisation est nécessaire en étudiant, notamment, 1’hydrolyse des
polymeres obtenus.

Ainsi, apres la synthése de ces nouvelles familles de polymeéres (PEI-b-PiPrOx,
PEI(his)-b-PiPrOx et PEI-b-PiPrOx-Gal), la formulation de complexes a été etudiée dans le
but d’évaluer leur capacité¢ de transfection in vitro et in vivo en comparaison aux IPEI

témoins.

Cependant, la formulation classique de polyplexes a base de PEI ne permet pas,
aujourd’hui, I’obtention de solutions stables de complexes de petite taille et & haute
concentration nécessaires aux tests in vivo. En effet, une précipitation des agrégats dont la
taille est supérieure a 1 pm est observee aux concentrations visees. C’est pourquoi, une
nouvelle méthode originale de formulation permettant, pour la premiére fois, 1’obtention de
solutions aux concentrations en ADNp similaires aux thérapies virales a été mise au point au
cours de cette thése. Cette technique de formulation dite par « extrusion » vise a complexer
les molécules d’ADNp ajoutées une par une dans la solution de polymere. Pour cela, une
solution d’ADN concentrée est extrudée a travers une membrane nanoporeuse de 30 nm dans
une solution de polymeére concentrée a pH 4,5 avec une pression de 1 bar. Des complexes
d’un diametre hydrodynamique compris entre 70 et 350 nm a une concentration en ADN
comprise entre 0,05 mg/mL et 0,5 mg/mL sont alors obtenus. Pour la premiere fois, des
solutions stables avec une concentration en ADN équivalente a celle des thérapies virales sont

obtenues et ouvrent la voie aux tests in vivo.

Ces complexes innovants de part leur méthode de formulation mais également par leur

structure ont alors été le sujet de tests in vitro et in vivo.
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Tout d’abord, la formulation par extrusion a pu étre mise en avant en démontrant une
complexation plus efficace de I’ADNp tout en conservant, in vitro, ’efficacité de transfection
des complexes réalisés par formulation classique. Cette méthode de formulation prometteuse

a alors pu étre utilisée dans le cadre d’expériences sur petits animaux.

Les tests biologiques réalisés ont démontré 1I’'importance de revisiter la structure de la
PEI. En effet, la IPEI montre une toxicité in vitro et in vivo. Sa fonctionnalisation par
I’histidine permet une diminution de cette toxicité et une efficacité de transfection accrue
cependant lors des transfections in vivo a des concentrations importantes en ADNp (et donc

en polymeéres), une toxicité importante reste observée.

C’est pourquoi, les études de I’équipe sur la structure des polymeres PEI sont
primordiales. Les complexes formés avec les PEI en étoile développées dans le cadre d’une
précédente these et les copolymeéres mis au point tout au long de ce manuscrit présentent un
transfert de genes sar et efficace méme lors des tests in vivo a une concentration en ADNp
similaire aux virus. Les souris ont, en effet, bien toléré le traitement et une transfection a pu

étre observée.

En ce qui concerne les complexes fonctionnalisés, des études a des WRpg; plus éleves
pour la fonctionnalisation par 1’histidine sont nécessaires afin de pouvoir observer une bonne
complexation de I’ADN et une efficacité de transfection accrue. D’autre part, la synthese des
copolymeéres fonctionnalisés par le galactose doit étre optimisée afin d’obtenir des polymeres
complétement hydrophiles. Cette modification permettra de rendre plus disponible les
groupements galactose en surface des complexes et ainsi réaliser un ciblage cellulaire

efficace.

Ainsi, au cours de cette these, divers progres en thérapie genique non virale ont pu étre
observés. La synthese de nouveaux complexes POxylés concentrées en ADNp et de petites
tailles a permis la réalisation de transferts de génes in vivo efficaces et sdrs. Cette avancée trés

importante ouvre de nouveaux espoirs a I’utilisation de la PEI en transfert de génes in vivo.

Les perspectives de ce travail sont multiples tant au niveau de la synthése

macromoléculaire qu’au niveau des essais biologiques.

Tout d’abord, les résultats importants montrés par les copolymeres PEI-b-PiPrOx nous

ameénent a accorder de I’importance a cette structure et donc a ses fonctionnalisations. Il
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semble, alors, nécessaire d’optimiser les fonctionnalisations par 1’histidine et par le galactose
afin de realiser ces greffages sur toute la bibliothéque de copolyméres. En ce qui concerne la
fonctionnalisation par le galactose, des problemes de solubilité du polymeére ont été soulevés
lors de la formulation des complexes. L’enchainement carboné créé lors de la
fonctionnalisation étant hydrophobe, une oxydation de la liaison thioéther en sulfone pourrait
étre envisagée afin de rendre le polymere totalement hydrophile. D’autre part, I’avantage de la
thérapie génique non virale par rapport aux virus est la polyvalence du systéme polymeére en
regard des cellules cibles : la fonctionnalisation des chaines macromoléculaires par un autre
ligand cellulaire permettrait de synthétiser une nouvelle famille de polymére ciblant un

nouveau type cellulaire et donc de nouvelles maladies.

En ce qui concerne la formulation des complexes, des études plus poussées en Cryo-
TEM afin d’analyser la structure des complexes en fonction de I’architecture, de la masse
molaire ou encore de la fonctionnalisation du polymere apporteraient des informations
complémentaires nécessaires a la compréhension des résultats biologiques. De plus, des
efforts sont encore a fournir sur la formulation par extrusion dans le but d’obtenir des
complexes d’un diameétre hydrodynamique inférieur a 100 nm quelle que soit la concentration
en ADN ou le polymére utilisé. 1l serait egalement intéressant de réaliser des analyses
démontrant la furtivité des complexes permise par la POxylation réalisée.

Les études biologiques de ces nouveaux polyméres et nouveaux complexes seront
nécessaires pour évaluer I’impact sur la cytotoxicité et la transfection des cellules in vitro et in
vivo. Ces résultats permettront de mettre en avant les polymeres et les formulations

prometteurs pour 1’avenir de la thérapie génique non virale.

D’autre part, dans un objectif de thérapie génique a visée des poumons, une
administration par aérosolisation est étudiée par un des partenaires de ce projet (Equipe du
Pr. Tristan Montier — Brest). Cette méthode d’administration est beaucoup moins invasive
qu’une injection par voie intraveineuse. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer les capacités de
transfection des complexes par cette méthode. Il faudra cependant réussir a formuler des

complexes les plus petits possibles pour pénétrer en profondeur dans les alvéoles pulmonaires.
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Synthese de nanoparticules monoplasmidiques pour le transfert de genes

Depuis le XXM siécle, la thérapie génique ouvre la voie au traitement des maladies d’origine
génétique et des maladies acquises tels que les cancers ou les maladies neurodégénératives.
L’introduction d’un polynucléotide dans les cellules présentant une mutation génétique permet
de moduler leur fonctionnement. Néanmoins, afin de passer les différentes barrieres biologiques
et de rejoindre le noyau des cellules de 1’organe ciblé, I’ADN doit étre protégé par un vecteur.
Divers types de vecteurs ont été développes tels que les vecteurs de polymere a base de PEI.
Malgré leur efficacité, ces vecteurs montrent des réactions immunogénes. Des
fonctionnalisations sont alors développées pour réduire cette toxicité notamment par la
formation de vecteurs furtifs. La stratégie standard de PEGylation montre, cependant, des
limites nécessitant 1’utilisation de nouveaux polymeres hydrophiles.

Dans ce contexte, la POxylation a été étudiée comme une alternative a la PEGylation pour le
design de nouveaux polyplexes. Une nouvelle méthode de synthese de copolymeres PEI-b-POx
par hydrolyse sélective de copolymeéres a blocs poly(2-Ri1-2-oxazoline-b-2-R2-2-0xazoline). a
été mise au point ainsi que leur fonctionnalisation par des résidus histidine connus pour
améliorer 1’efficacité de transfection et diminuer la toxicité du vecteur polymere. Un ligand
galactose a été greffé en fin de chaine hydrophile afin d’induire un ciblage cellulaire. Les
polymeéres synthétisés ont été, ensuite, utilisés pour former des polyplexes avec I’ADN via une
méthode de formulation dite « par extrusion » avant de réaliser des tests de transfection in vitro
et in vivo. Une réduction de la cytotoxicité a été observée lors de I’utilisation des copolyméres
PEI-b-POx en comparaison aux PEI tout en conservant une efficacité de transfection.

Mots clés : polymérisation cationique par ouverture de cycle; poly(2-oxazoline)s ;
poly(éthylenimine) ; PEGylation alternative ; transfert de génes.

Synthesis of monoplasmidic nanoparticles for gene transfer

Since 20" century, breakthrough in gene therapy paves the way for new therapeutic strategies
against genetic disorders, cancers and neurodegenerative diseases. Cells with genetic mutation
may have their cellular machinery modulated via the introduction of polynucleotides in their
nucleus. Nevertheless, DNA needs to be protected by a vector to cross biological barriers and
to reach targeted cell nucleus. Various types of vectors have been developed like PEI-based
vectors. However, those efficient polymeric vectors exhibit a toxicity which can be lowered by
PEG functionalization. Nevertheless, the well-known PEGylation approach shows limits
requiring news hydrophilic polymers.

In this context, POxylation was studied as PEG alternatives in the design of new pDNA
containing nanovectors. A new synthetic strategy was developed with a selective hydrolysis of
block poly(2-R1-2-0xazoline-b-2-R>-2-0xazoline) copolymers. The functionalization of the
synthetized PEI-b-POx copolymers with histidine moieties was achieved, along with galactose
grafting to induce cellular targeting or histidine grafting to improve endosomal escape. These
polymers were used to form polyplexes with DNA via extrusion method and further biological
testing via in vitro and in vivo transfection essays were performed. An efficient transfection was
obtained with a reduction of the cytotoxicity for PEI-b-POx copolymers compared to PEI.

Keywords: cationic ring opening polymerization; poly(2-oxazoline)s; poly(ethylenimine);
PEGylation alternative; gene transfert.



