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RESUME

Les oligonucléotides (ONs) antisens présententounotentiel en tant qu’agents
thérapeutiques. Toutefois, leurs propriétés phydicniques limitent leur utilisation en
thérapie génique. Pour pallier aux divers obstades systemes de vectorisation, tels que
les micelles polyioniques (PICMs), ont été dévetsppGrace a leur structure unique, les
micelles protégent 'ON contre une dégradation @temeée et le couplage d’'un ligand a leur
surface augmente leur spécificité et leur intesadion. Dans d’autres systemes, un
polymére adjuvant aux propriétés pH-sensibles pénat ajouté pour faciliter la sortie de

'endosome et augmenter l'efficacité de I'ON.

L’objectif général de ce mémoire était de mettrgaint des PICMs ternaires ciblées
pour I'administration d’'ONs. Ces micelles assuremnai la fois I'internalisation cellulaire de
leur cargaison en interagissant avec des réceptellungaires et sa fuite de 'endosome grace
a un mécanisme de déstabilisation de la membradesemale. Pour cela, des PICMs
composées d'un copolymére cationiqgue de type piblyigne glycol)bloc
poly(méthacrylate d’(alkylamino)éthyle) et d’'un adymere d’acide méthacrylique ont été
préparées. Les propriétés physicochimiques deegews ont démontré qu’ils permettaient
une condensation efficace de l'acide nucléique estimdépendamment de la nature du
polymére cationique et de I'acide nucléique. Fimaat, une approche de couplage par pont
disulfure a été développée afin de greffer au gopéte un fragment d’anticorps dirigé

contre les récepteurs de la transferrine.

En conclusion, ces travaux démontrent la versatidit le potentiel des PICMs
ternaires en tant que vecteurs d’acide nucléiquesoposent une méthodologie de couplage

d’'un ligand afin de formuler des PICMs ciblées.

Mots-clés: micelle polyionique, oligonucléotide antisesspolymére membrano-lytique,

polymére cationique, anticorps, polymérisation catdiire par transfert d’atome, pARNi.



ABSTRACT

Antisens oligonucleotides (ONs) present great p@kras therapeutic agents.
However, their physicochemical properties hindegirttuse in gene therapy. Targeting
systems, such as polyion complex micelles (PICMaye been proposed to circumvent the
main hurdles related to ON delivery. Their uniquee¢shell structure can protect the ON
against premature degradation and the coupling lgjamd on their surface can increase
their specificity and internalization. In other 8®m®s, a polymer with pH-sensitive properties
can be added to facilitate the release of the Qdnfthe endosome and increase its

efficiency.

The present work was aimed at optimizing ternayN®s targeted for the delivery of
antisens ON. Such systems would provide both eelluhternalization of cargo by
interaction with receptors on the surface of cedlnmbranes and escape from the endosome
through a mechanism of destabilization of the eadwd membrane. PICMs composed of
cationic copolymers of poly(ethylene glycdilec-poly((alkylamino)ethyl methacrylate)
with a methacrylic acid copolymer adjuvant were pared. Their physicochemical
properties suggest that efficient complexation wéleic acids was obtained, regardless of
the nature of the cationic polymer and the natdréhe nucleic acid. Finally, a synthetic
approach was developed for the conjugation of dib@ay fragment directed against the

transferrin receptoria a labile disulfide bond at the end of the catiaapolymer.

In conclusion, the work presented herein displdyes \ersatility and potential of
ternary PICMs as vehicles for the delivery of ON®l aalso provides a method for the

conjugation of a ligand to generate targeted tgrR&CMs.

Keywords: polyion complex micelle, antisens oligonucldes, cationic copolymer,
membrano-lytic copolymers, antibody, atome tratstadical polymerization, siRNA.
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CHAPITRE |. INTRODUCTION

1. LA THERAPIE GENIQUE

Les récentes avancées technologiques ont permdentiier des mutations
génétiques impliquées dans le développement de nenisds pathologies humaines, telles
gue les infections virales, les maladies inflamnmasoet de nombreux cancers (Kurreck
2003). Ces mutations conduisent généralement ynthése de protéines défectueuses ou a
une dérégulation de I'expression de celles-ci etivpst perturber les mécanismes
moléculaires et cellulaires fondamentaux (Béttal. 2003). La thérapie génique cible
I'origine de telles pathologies et consiste a idtrice du matériel génétique exogéne dans
les cellules cibles de patients (Wolff et Lederb2894). Ce matériel a pour fonction de
modifier 'expression d’'un géne, dans le but dearép un défaut génétique, ou bien de
moduler la synthése de protéines responsables whaltdie (Kakizawa et Kataoka 2002,
Biet et al. 2003, Mintzer et Simanek 2009). A l'origine, laéthpie génique a été
développée surtout pour traiter les maladies hiiées, telles I'hémophilie ou la

myopathie de Duchenne.

La premiére grande stratégie de la thérapie génigusiste a introduire dans le
génome de la cellule héte un vecteur d’expressamalgle de conduire a la synthese d'une
protéine d’'intérét, compensant ainsi le défaut jgné. L'expression du gene introduit est
généralement transitoire, mais peut étre prolorsgée vecteur d’expression s’integre dans
le génome de la cellule héte. Les acides désoxyutiéiques (ADNs) plasmidiques sont
particulierement utilisés puisqu’ils peuvent s'oté dans le génome héte par un
mécanisme de recombinaison homologue. La similitygie 'ADN plasmidique partage
avec la région cible stimule son intégration damsgénome au moment de la mitose
cellulaire. L'information génétique initialement pé@e par la cellule héte est donc perdue
au profit de celle présente sur 'ADN plasmidiqudusieurs paramétres influencent
I'efficacité d’insertion de I'ADN plasmidique telda nature, la taille et le degré

d’homologie qu’il partage avec sa cible. Cette appe permet d’assurer une insertion
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permanente de l'information génétique dans le génade I'héte et offre un traitement
permanent de la maladie. Toutefois, 'évenementedembinaison homologue a lieu a une
fréquence faible, soit de prés d’une réaction @embinaison par f0a 16 de cellules
traitées (Biett al.2003). De plus, ce mécanisme peut conduire angetion aléatoire du
matériel génétique dans le génome de la cellule &ébpeut perturber ou inactiver certaines

protéines essentielles a son fonctionnement.

La deuxieme grande approche vise a moduler la égatd’'une protéine au niveau
de la transcription ou de la traduction de l'adit®nucléique messager (ARNm). A cette
fin, divers acides nucléiques peuvent étre utilisgls que les ribozymes, les acides

ribonucléiques interférents (ARNis) et les oligoléatides (ONs) antisens.

1.1. Les ribozymes

Au début des années 1980, Cech (1981) et AltmaB3{l8emontrerent pour la
premiére fois le potentiel catalytique des ribozgm€es derniers sont des molécules
d’ARN capable de cliver de maniere spécifique d@stin phosphodiester des simples brins
d’ARNm via une réaction de transestérification ou d’hydrolygure 1.1) (Doherty et
Doudna 2001). Depuis, une grande variété de ribesyanété découverte et caractérisée
chez les eucaryotes, les virus et chez certaingéres. Plus particulierement, le ribozyme
a téte marteathbmmerhead ribozymedécouvert dans le génome de viroides de plantes,
est I'un des plus utilisés en thérapie génique (Mb@dl 2005). Ce ribozyme est
caracterisé par la présence d’un site catalytiquiealeux bras capables de s’apparier de
maniére complémentaire avec 'ARNm cible par desractions de type Watson-Crick.
Les ribozymes a téte marteau clivent spécifiquenhesttriplets NUH (ou N représente
n'importe quel nucléotide, U est l'uridine et H répente également n'importe quel
nucléotide, a I'exception de la guanosine). Endigeence, les triplets AUC et GUC sont

les séquences les plus efficacement clivées paildegymes. Les triplets possédant une
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cytidine ou une adénosine en deuxieme position grguggalement étre scindés par ce
ribozyme, mais a une vitesse catalytique plus |@dtereck 2003). Les ribozymes peuvent
étre modifiés chimiquement afin d’accroitre leuédficité, leur stabilité et leur activité
catalytique. Toutefois, ces modifications chimigpesivent induire un changement dans la
conformation tridimensionnelle du ribozyme, lageedist primordiale pour leur activité
enzymatique. Les ribozymes possedent une vitesab/togue trés lente ce qui limite leur

efficacité dans un contexte thérapeutique.

ARNm cible

AN\NNNNVYV

N\

Complexation du
ribozyme a I’ARNm cible

Clivage de
I’ARNm cible

Ribozyme

A

AVAVAVAY)

Dissociation des
produits de clivage

—

Figure 1.1. Représentation schématique du mécanidsawtion des ribozymes a téte
marteau. Schéma adapté de Sullerged. (2002).

A ce jour, trois formulations de ribozymes a tétart®au ont atteint les phases
cliniques | et Il (http://clinicaltrials.gdv: 'Angiozyme™® (Ribozyme Pharmaceuticals),
0z1™  (Johnson & Johnson Pharmaceutical) et I'Heptaffte (Ribozyme

Pharmaceuticals). Le premier consiste en une fatioul dirigée contre le pré-ARN du
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récepteur du facteur de croissance de I'endothélasuulaire (VEGF) et permet d’inhiber
la formation de nouveaux vaisseaux sanguins danedg du cancer colorectal (Wright et
Kearney 2001). L'OZ4') est un ribozyme contre le virus de l'immunodéficeehumaine
(VIH) qui cible les cellules souches hématopoi@g(CD34+) et les lymphocytes T
(CD4+) (Mitsuyasuet al. 2009). Ces deux systémes ont complété leur pHasgque II.
L’Heptazymé'©, pour sa part, peut cliver sélectivement le rimosalu virus de I'hépatite
C. Son efficacité a bloquer la réplication virate90%) a été démontrée vitro (Kurreck
2003). Toutefois, malgré gu’une réduction signiiiean de la synthese de 'ARN codant
pour le virus de I'hépatite C a été obtenue chetaices patients lors d’'une étude de phase
I, les essais cliniques ont été suspendus puisgutaxicité positive a été rapportée chez

'animal. Les études cliniques n’ont toujours pes@mplétées a ce jour.

1.2. Les ONs antisens

Les ONs antisens sont de simples brins d’ADN ctnésdi de 8 & 21 nucléotides
(Vidal et al.2005). Leur potentiel antisens a été démontré |gopremiére fois en 1978 par
Zamecnik et Stephenson, a la suite de l'inhibitaen la réplication virale de cellules
infectées par le virus du sarcome de Rous (Zamexintephenson 1978, Kurreck 2003).
Les ONs antisens sont capables de s’associer sp&sifent a une séquence cible de
'ARNmM par des liaisons de Watson-Crick afin denfier un duplex entre 'ON antisens et
'ARNmM cible. Les mécanismes d’action par lesquets ONs antisens induisent leur effet
biologique sont complexes et, a ce jour, encoredéfihis. Parmi les mécanismes d’action
suggeéres, I'hybridation de 'ON peut mener a I'adé la traduction de '’ARNm cible par
blocage stérique ou a la dégradation du brin ARNreerutement de la RNase H (figure
1.2) (Dias et Stein 2002, Kurreck 2003).
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Figure 1.2. Représentation schématique des mécesistiaction possibles des ONs.
Schéma adapté de Lambettal. (2001).

Le blocage stérique par les ONs antisens peutviriar a diverses étapes de la
machinerie traductionnelle (initiation, élongatientraduction) (figure 1.2). Par exemple,
certains ONs antisens peuvent obstruer physiquebhassemblage du ribosome perturbant
ainsi la traduction de TARNm en protéine (Crook#9%). Certains ONs antisens peuvent
également former une structure en triple héliceQT&iplex forming oligonucleotidgs
avec un double brin d’ADN et bloquer stériquemergite d’initiation de la transcription de
I’ADN en pré-ARNm ou bien intervenir a I'étape digpagej.e. en empéchant le processus
d’excision des introns, inhibant ainsi la formatiolun ARNmM mature. En plus de
'appariement Watson-Crick, la TFO résulte en lanfation de ponts hydrogénes de types

Hoogsteen entre les pyrimidines de I'ON et les nprsides brins de I'’ADN double brin
(Praseuttet al. 1999).

La majorité des ONs antisens font appel au recreménd’une ribonucléase, la
RNAse H, afin de déclencher la dégradation de I'ARNde diminuer I'expression
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génétique (Dias et Stein 2002). Cette ribonucléas@ine enzyme ubiquitaire, située dans
le cytoplasme et dans le noyau de la cellule, gurdlyse spécifiquement le brin
d’ARNm dans le duplex ON/ARNm. Une fois introduiares la cellule, 'TON antisens
s’hybride a TARNm par appariement de Watson-Crio&,qui donne lieu a une structure
en double hélice et permet le recrutement de I'erezyAboul-Fadl 2005). Alors que les
ONs antisens qui agissent par blocage stériqgueeneept cibler spécifiquement que la
région 5’ ou la région du codon initiateur AUG, |&Ns antisens dépendant de la
RNase H peuvent cibler n'importe quelle région '@d&kNm, ce qui leur confére une
meilleure efficacité. En effet, I'efficacité d’inbition de I'expression d’'un géne par la
RNase H varie de 80 a 95% (Dias et Stein 2002).

1.3. Les ARNis

Les ARNis sont a la base d'un meécanisme de déferaderelle et seraient
impliqués, entre autres, dans la régulation des WRNes mécanismes de défense
antiviraux et la méthylation de '’'ADN (Scholzoeaal.2007). Les ARNis sont des doubles
brins d’ARN qui interviennent au niveau post-traifgtonnel et participent a I'activation
de la machinerie de I'épissages. I'excision des séquences introniques, ce qui nm&ene

l'inhibition d’un géne d’'une maniére séquence-sfigoe.

La présence dans le cytoplasme d’ARNis entraine teoonnaissance par une
enzyme de la famille des ribonucléases, la ribagasa 11l (DICER), qui les dégrade en
petits segments de 21 a 23 bases nucléotides appeliés ARN interférants (pARNis;
small interfering RNAs(Kurreck 2003). Ces fragments sont par la switerporés dans un
complexe ribonucléoprotéique appelé RISNA-induced silencing compleau ils seront
déroulés puis séparés en antisens simples bringeparrotéines hélicases du complexe
(Zamore 2001, Kurreck 2003, Aboul-Fadl 2005). Lisets simple brin sert alors de guide
au complexe RISC afin de cliver sélectivement lm lifARNm cible de la séquence
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complémentaire (figure 1.3). Le potentiel thérajupie des pARNis a été démontré pour la
premiére fois en 2001, suite a I'inhibition spégiie de genes codant pour la luciférase
dans différentes lignées cellulaires de mammifé¢Ebashir et al. 2001). En thérapie
génique, la stratégie consiste a introduire dans dellules des pARNis ciblés
spécifiquement envers 'ARNm d’intérét, ce qui petnd’éviter I'étape de clivage par
'enzyme DICER et d’activer directement le compldRESC menant a la dégradation de
ARNmM cible et bloquant ainsi la synthese de latpne défectueuse (Hannon 2002,
Manoharan 2004). De plus, I'activation de la raactinflammatoire causée par de longs
ARNis est ainsi evitée. Il a été montré que le pi¢e d’inhibition de ’TARNmM par un
pPARNis est pres de 10 fois supérieur a celui d'i®NAsimple brin ou d’'un ARN antisens,

probablement grace aux propriétés catalytigueodiptexe RISC (Hannon 2002).
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Figure 1.3. Représentation schématique du mécardsawdon des ARNis et des pARNis
pour I'inhibition de la synthese protéique. Scheédapté de Whiteheaa al. (2009).

2. L ES MODIFICATIONS CHIMIQUES DU MATERIEL
GENETIQUE

Depuis le début des années 90, plusieurs modditatthimiques ont été apportées
aux ribozymes, aux pARNis ainsi quaux ONs afin utjmmenter leur efficacité, leur
solubilité et leur stabilité dans le compartimeanguin. En effet, I'utilisation des ONs

Vivo présente de sérieux inconvients. Par exempl&itoh phosphodiester des ONs natifs
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les rendent plus vulnérables a une dégradatiomesitiyue dans les milieux biologiques ce
qui limite leur durée de vien vivo. La demi-vie de ces derniers en présence de sérum
humain serait de I'ordre de 90 minutes (Kurreck 20®insi, ces modifications visent
essentiellement a accroitre leur résistance fagenaaléases, des enzymes qui dégradent
les acides nucléiques en leurs bases nucléotidpeatves. Le développement d’'acide
nucléigues modifiés chimiqguement est un processuogplexe qui est surtout appliqué aux
acides nucléiques courts, tel que les ONs. La@estiivant mettre donc I'emphase sur les

modifications apportées aux ONs.

2.1. Les oligonucléotides de premiere génération

Les ONs phosphorothioates (ONs-PS) découlent dsulsstitution d’'un atome
d’oxygene de leur groupement phosphate par un attensmufre (figure 1.4). Les ONs-PS
demeurent la génération d’ON la plus courammetiséé en recherche et dans les études
clinigues (Eckstein 2000). Lintroduction d’'un atende soufre permet d’accroitre la
résistance des ONs face aux nucléases et de peoldeyy temps de demi-vie dans la
circulation sanguine (Aboul-Fadl 2005). En effes ONs-PS ont une plus grande stabilité
dans les milieux biologiques et leur temps de deémidans le sérum humain est prés de 10
fois supérieur a celui des ONs natifs (Kurreck 20BBoul-Fadl 2005). Les ONs-PS
maintiennent leur capacité a se lier de maniéreifsgpée a '’ARNm cible et a recruter la
RNase H (Pirolloet al. 2003). Toutefois, la présence du groupement pluwsfioate
diminue la stabilité du complexe formé, ce qui s&uit par une diminution du point de
fusion des duplexes d’approximativement 0,5°C @aelnucléotide (Kurreck 2003, Pirollo
et al. 2003). Cette température se définit comme étatgrtgéerature a laquelle 50% des
duplexes sont dissociés. Par ailleurs, les ONsR$aqarticularité d’intéragir de maniere
non spécifique avec diverses protéines conduisast a des effets non spécifiques de la
séquence. Ce manque de spécificité peut provodusieprs effets non désirés, tels que

I'activation du systeme du complément et une ingud toxicité cellulaire lorsque I'ON-
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PS interagit avec des protéines impliquées dantivige métabolique des cellules (Pirollo
et al. 2003). Ces effets secondaires peuvent facilemémst &nfondus avec l'effet

thérapeutique antisens.

1" génération 2¢ génération
B
:
n Ti i °i i\/\
o— s|= —s o=— T — CHS o=— T —c o
o, o, o,
Phosphorothioate 2-0-méthyle 2-0-méthoxy-éthyle
(PS) (OMe) (MOE)
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E " 8
ﬁ ] \E
{ |
| |
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8 | | >
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Acide nucléique peptique Acide nucléique Acide nucléique vérouillé Acide nucléique morpholino
(ANP) 2'-fluoro arabino (FANA) {ANV) (ON-MF)

Figure 1.4. Représentation des dérivés d’acideinues de premiere, deuxieme et

troisieme générations.
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2.2. Les oligonucléotides de deuxiéme génération

La deuxiéme génération d’'ONs est principalementsttuge des 2'-O-méthyle
(OMe) et 2'-O-méthoxy-éthyle (MOE) (figure 1.4).rSees derniers, I'atome d’oxygéene en
deuxieme position du ribose est alkylé (ON 2’-a#Rylce qui permet d’accroitre la stabilité
des duplexes ON/ARNm, d’améliorer davantage lsstésce aux nucléases et de diminuer
la toxicité non spécifique rencontrée chez les ®Ss1es ONs 2’-alkyle ont été testas
vitro et in vivo et ont fait 'objet de quelques études cliniqu@srdllo et al. 2003).
Cependant, 'encombrement stérique créé par I'atigh du ribose empéche le recrutement
de la RNase H (Loket al. 2002). En effet, I'activation de la RNase H dépend
essentiellement de la structure tridimensionneileptée par le duplex ON/ARNm, de la
flexibilité de I'ON, ainsi que de la stéréochimie dbose en position 2’ (Aboul-Fadl 2005).
Plus particuliéerement, il a été démontré que laéstthimie locale de I'hydroxyle en
position 2’ du brin d’ARN, projeté dans le sillonimaur du duplex ON/ARNmMm, serait un
élément clé dans l'activité catalytigue de la RN&se Cette stéréochimie locale est
facilement perturbée par I'introduction de modifioas au niveau des riboses de 'ON ou
de son squelette (Zamaratskial. 2001). Conséquemment, le mécanisme d’action de cet
classe d’'ON repose essentiellement sur un bloc#gEse au niveau de la traduction de
'’ARNmM ou de I'étape d’épissage du pré-ARNm (Kuk@©03).

2.3. Les oligonucléotides de troisieme génération

Les composés de troisieme génération présententnddsgications au niveau du
lien phosphate et/ou du sucre et visent & augmeéatinité d’hybridation des ONs et leur
spécificité envers leur cible. La librairie d’anglees d’ONs de troisieme génération est
particulierement variée (Kurreck 2003, Aboul-Fa@iD3). Les plus prometteurs font partie
de la classe des acides nucléiques peptidiques $ANE3 ONs morpholino (ONs-MF) et
des acides nucléiques verrouillés (ANVs) (figuré¢) IKawakamiet al. 2008). Toutefois, a

I'exception des dérivés d’acide nucléique 2'-fluam@bino (FANA), les ONs de troisieme
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génération ne peuvent pas recruter la RNase H ¢kkire003) et donc l'inhibition de la
synthése protéique se fait exclusivemeatun mécanisme d’encombrement stérique lors
de la traduction de 'TARNm.

Les FANAs (figure 1.4) sont les premiers ONs deistéme génération qui
présentent a la fois une grande affinité pour 'ARNet une résistance accrue aux
nucléases. lls sollicitent également I'hydrolyseldtin d’ARNm par le recrutement de la
RNase H (Damhat al. 1998, Loket al. 2002). Le FANA est un 2'-stéréo-isomere de
'ARN dans lequel le groupement hydroxyle en posit?’ a été substitué par un atome de
fluor (Kalota et al. 2006). L'atome de fluor, projeté dans le sillonjena du duplex
FANA/ARNmM, ne modifie pas la structure tridimensietie de ce dernier ce qui lui permet
de conserver sa capacité a recruter la RNase H {Bamal. 1998, Kurreck 2003). Par
ailleurs, il a été démontré que le point de fusionduplex FANA/ARNmM est augmenté de
pres de 1,5°C par nucléotide comparativement aledugmalogue d’ON/ARNm (Kalotat
al. 2006), ce qui confirme que la présence de l'atamdluor favorise I'hybridation du

FANA avec ’ARNm complémentaire.

2.4. Les essais cliniques

Depuis les premiers essais cliniques de la thémggmeque en 1989, prés de 1500
essais cliniques ont été réalisés. Environ 65% ebsais meneés en 2009 visaient le
traitement du cancer, contre ~ 7% pour les maladi@sogéniques (figure 1.5). A ce jour,
la plupart des études cliniques visent a tester@I¥s-PS. Toutefois, quelques ONs de
deuxieme et troisieme générations ont atteint lesses cliniques (Kurreck 2003). Par
exemple, 'ON genasens (Genta, USA) qui cible latgne Bcl-2 pour les mélanomes
métastatiques est présentement en étude de pHasee INitravend'® (Formivirsen
sodium) (Isis Pharmaceuticals, USA), récemmenté&etu marche, demeure a ce jour le

seul ON-PS a avoir été approuvé par les autoridésernementales pour son utilisation
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chez 'homme et a avoir été commercialisé dansigus pays. Cet ON-PS thérapeutique
visait le traitement duCytomegalovirus retinjsune infection virale retrouvée chez les
patients atteints du VIH (Wilds et Damha 2000, Heggt al.2001).

O Cancers (64,50%) B Maladies aardiovasaulaires (8,70%0)

0O Maladies monogéniques (7,90%) O Maladies Infectieuses (8%)

B Maladies neurologiques (1,90 %) O Suivi de marqueurs génétiques (3,30 %)
B Autres (2,20 %) O Volontaires diniques sains (2,30 %)

Figure 1.5. Pathologies étudiées en thérapie génige pourcentage correspond aux
protocoles d'essais cliniques menés en 2009 pouacwh des domaines
(http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical).

3. L ADMINISTRATION DE GENES

L’administration de genes chez I'humain peut seefaiar deux approches, soit une
administration «x vivo» ou «in vivo». L'approcheex vivoimplique le prélevement de
cellules de patient, leur traitement par transerigenesn vitro puis leur réinjection chez
le patient. L’'approché vivo, pour sa part, implique une administration diretianatériel
génétique au patient. Quelle que soit I'approchiksée, le transport du géne dans les
cellules cibles est 'un des principaux défis imds a la thérapie génique. Diverses
méthodes d’administration ont été développées dénlivrer efficacement le matériel
génétique aux cellules cibles, incluant des méthqihgysiques ou l'utilisation de vecteurs
viraux ou synthétiques. Les principaux vecteurstrdesfert de genes utilisés dans des

essais cliniques sont présentés a la figure 1.6.
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AND plasmidique nu (18,7 %)

B Lipofection (6,7 %)
Pistolet a gene (0,3 %) 0 Adénovirus (23,9 %)
Rétrovirus (20,8 %) B Virus associées aux adénovirus (4,4 %)
Vaccination (8%) O

Autres (4,8 %)

Herpes simplex (3,4 %0)

H B B OO

Figure 1.6. Principales vecteurs de transfert deegéutilisées en thérapie génique. Le
pourcentage correspond aux protocoles d’essaigjeéa menés en 2009 pour chacun des

domaines (http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical).

3.1.Les méthodes physiques

Depuis le succes de l'injection locale d’ADN pladigue nu dans les muscles striés d’'une
souris (Wolff et al. 1990), plusieurs méthodes d’administration physigont été
développées. Elles sont présentées dans le tabléale maniere générale, ces méthodes
d’administration permettent de concentrer le matégénétique au niveau de la cible, ce
qui diminue les effets secondaires reliés a ungildigion non spécifigue du matériel

Y

génétique. Toutefois, certaines méthodesg.(pistolet a genes, électroporation ou
sonoporation) sont généralement limitées a desicapipins locales €.g. topique,
musculaire) ou nécessitent une infrastructure cs@épar exemple pour la microinjection

ou l'utilisation de laser).
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Tableau 1.1. Administration des genes d'intérétrpéthodes physiques

Techniques Principes Avantages Inconvénients Référees
Microinjection Injection directe - Trés efficace - Technique Gao 2007;
(ex vivg dans le noyau (ciblage direct laborieuse Gordon 1980
du noyau) - Difficilement
applicable
in vivo

Pistolet a géne Bombardement de - Peu

(biolistique) particules
métalliques a trés
grande vitesse

Electroporation Perméabilisation
ponctuelle de la
membrane
cellulaire sous
I'application d’'un
champ électrique

Perturbation - Efficace
physique au niveau

de la membrane

induite par

I'application

d’'ultrasons et la

formation de

microbulles

Ultrason

Laser Perméabilisation - Efficace
transitoire de la

membrane

cellulaire induite

par une irradiation

au laser

- Tres efficace

- Faible profondeur

immunogénique de pénétration des

particules dans les
tissus

- Application locale
seulement

- Application locale
- Faible taux de
transfection

- Co(t élevé

Gao 2007

Nisgikawa 2002;
Neumann 1982

Gao 2007,
Dautry 2004;
Deng 2004

Kawakami 2008

3.2.La vectorisation

L’administration  systémique

I'approche

la plumtéressante pour

'administration d’acides nucléiquesvs( locale, orale, transdermique ou pulmonaire)
puisque le produit injecté bénéficie directementréseau vasculaire et se distribue dans
tout 'organisme, ayant ainsi acces a tous lesrag&t les tissus pathologiques. Toutefois,

afin d’atteindre son site d’action, le matériel gque doit surmonter plusieurs barrieres
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physicochimiques. En effet, a la suite de son agnation intraveineuse, il se retrouve
rapidement exposé aux différentes composantes deirdalation sanguine e(g. les
nucléases, les protéines du systeme du compléntefgsecellules du systéme des
phagocytes mononucléés (SPM)) ce qui conduit a &onination prématurée de la
circulation sanguine (Niidome et Huang 2002). RHewas, le manque de spécificité du
matériel génétique peut induire une toxicité aueaiy des cellules saines du foie, des
poumons et/ou des reins, ou le matériel s’accurpuégerentiellement par I'entremise
d’interactions non spécifiques (Vasat al. 2005). Finalement, la fraction de matériel
génétique qui parvient a atteindre sa cible etr&iéternalisée par endocytose se retrouve
alors séquestrée dans le compartiment endosonasidigsal, lequel conduira ultimement a

sa dégradation.

Bien que les modifications chimiques apportées matériels génétiques aient
permis d’accroitre leur résistance aux nucléasess Ipropriétés physicochimiques (taille,
hydrophilie et nature anionique) rendent leur pgssa travers la membrane cellulaire
difficile. La vectorisation vise a moduler les prigpés intrinséques d’'un principe actif, tel
gue les ONSs, en l'associant a un systeme de tramgpette approche permet donc de
surmonter plusieurs des inconvénients rencontrés de l'administration du matériel
génétique « nu ». Le vecteur doit idéalement:

» Etre non-toxique, biocompatible et biodégradable ;

= Etre furtif (faible ou hon immunogénique) ;

= Protéger le matériel génétique contre les divereggpposantes du systeme sanguin ;
= Posséder un mécanisme de déstabilisation afirbdeeli son contenu dans le

cytoplasme de la cellule.

Les vecteurs employés en thérapie génique peuveatrégroupés sous deux

grandes catégories, soit les vecteurs viraux atdeteurs synthétiques.
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3.3. Les vecteurs viraux

Les vecteurs viraux sont trés intéressants poudmiimistration de matériel
génétique puisqu’ils peuvent infecter les celldides, exploiter leur machinerie cellulaire
afin de se répliquer et ainsi reprogrammer le patime génétique de la cellule héte. Afin
d'utiliser les virus en tant que vecteurs, les cosgmtes protéiques qui assurent la
transfection du virus e(g. capside, protéine de I'enveloppe, protéine fusegen
empaquetage, expression du gene) (Thoetaal. 2003, Mastrobattistat al. 2006) sont
conservées alors que celles associées a la rémhicgtale et a leur caractere pathogene
sont éliminés (Kaet al. 2001). Le génome viral est reconstruit pour posrséquences
du géne d'intérét. Les vecteurs viraux sont classden leur capacité a intégrer leur
patrimoine génétique a celui de la cellule hoter@rérus et lentivirus) ou non (adénovirus
et virus associés aux adénovirus) (tableau 1.2n Rjue l'intégration chromosomique
assure une expression permanente du transgen@ti@grus et les lentivirus ne peuvent
gu'infecter les cellules en division. Les adénogiel virus associés aux adénovirus, quant a
eux, procurent une expression transitoire du tramsget sont donc peu efficaces pour

apporter un changement génétique stable.
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Tableau 1.2. Propriétés des différents vecteumuxiutilisés en thérapie génique. Tableau
adapté de Li et al. (2006) et de Thoreasl. (2003).

Vecteurs Matériel Intégration  Avantages Inconvénients
génétique dans le
(taille génome
encapsulée)
Rétrovirus  ARN (< 8 Kb) oui - Faible immunogénicité - Intégration lors de la mitose
- Expression a long terme - Risque de mutagénicité
- Insertion aléatoire
Lentivirus  ARN (< 8 Kb) oui - Faible immunogénicité - Risque de mutagénicité
- Infection des cellules - Insertion aléatoire
quiescentes et en division
- Expression a long terme
Adénovirus ADN (< 8 Kb) non - Faible risque de - Immunogénicité
mutageénicité - Expression transitoire du
- Non pathogene transgéne
Virus ADN (< 5 Kb) Episomal - Faible immunogénicité - Capacité d’insertion limitée
associés (>90%) - Durée d’expression
aux Intégré >1an
adénovirus (<10%)
Virus ADN(< 40 Kb) non - Grande capacité - Immunogénicité
Herpes d’insertion - Toxicité
simplex - Neurotropisme - Expression transitoire du
- Durée d’expression transgéne
>1an

Bien que certains vecteurs viraux aient montré hmeée spécificité et efficacité de

transfection, leur utilisation demeure limitée phs inconvénients majeurs. En effet,

certains vecteurs viraux peuvent engendrer unee fogaction immunitaire, redevenir

pathogenes apres une mutation ou générer une amp@ioxicité cellulaire (Thomaet al.
2003, Mastrobattistaet al. 2006). En 1999, un patient est décédé d'une farbetion
inflammatoire suite a I'administration d’adénovir$omaset al.2003). Quelques années

plus tard, en 2002, I'équipe d’Alain Fisher a rap@de développement de leucémies chez

trois enfants atteints du syndrome de déficienamunitaire sévere ayant suivi, quelques
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années auparavant, une thérapie génique par mésofliacein-Bey-Abinaet al. 2003).
Cette mutagénicité du virus a été induite par unsertion aléatoire du transgene dans le
génome de la cellule hote. Ces effets secondairtegrandement freiné le développement
clinique des vecteurs viraux et ont incité les cheurs a développer des vecteurs non
viraux plus sécuritaires. Comme alternative auxteuss viraux, les cellules bactériennes
ont gagné de plus en plus d’intérét au cours desiates années. Les minicellules (100-
400 nm) sont des cellules bactériennes dont lésle=ffilles sont dépourvues de leur ADN
chromosomique. Ces derniéres présentent donc rdeinssque de mutagénicité que les
vecteurs viraux (Giacalongt al. 2006). MacDiarmicet al. (2009) ont recemment rapporté
l'utilisation de minicellules comme vecteur de stection des pARNis ainsi que de
molécules cytotoxiques. Chaque minicellule peutteoin plus de 12 000 molécules de
pARNiI comparativement a des anticorps ou aptangurese peuvent transporter que 10 et
2000 molécules de pARNI, respectivement (MacDiaretichl. 2009, Songet al. 2005,
McNamaraet al. 2006)

3.4. Les vecteurs synthétiques

Face aux inconvénients des vecteurs viraux, leenessynthétiques présentent une
alternative, en théorie, plus sécuritaire. Cesidesrsont également plus faciles a préparer
et a manipuler que les vecteurs viraux. Une traadg variété de vecteurs synthétiques ont
été développés. La section suivante portera pluscpigerement sur les liposomes, les
nanoparticules, les micelles polymeres ainsi quesleomplexes respectifs avec le matériel

génétique.

3.4.1.1. Les vecteurs lipidiques : les liposomes et les liplexes

Les liposomes sont des vésicules sphériques aobstit d'une ou plusieurs
bicouches phospholipidiques organisées entre dennpartiments aqueux (Banghanal.
1965) et qui présentent une taille variant de quedgnanomeétres a plusieurs micrometres.

Leur auto-assemblage en bicouches est induit gamteractions polaires entre les tétes
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hydrophiles, dirigées vers I'extérieur, et les iatdions hydrophobes entre les chaines
lipidiques (Banghanet al. 1965) (figure 1.7 a). Les liposomes permettergolabilisation

de molécules de lipophilie variable, soit au nivedi la bichouche phospholipidique

(molécules hydrophobes), a l'interface de cellesci dans le compartiment aqueux

(molécules hydrophiles) (Torchilin 2005). L'incomation de matériel génétique au sein
des vecteurs lipidiques est favorisée par I'utiia de lipides chargés positivement. Le
complexe qui en résulte est désigné sous le terendipdplexe et sa formation est

essentiellement guidée par des interactions éktatiques entre les tétes cationiques du

lipide et les groupements phosphate de I'acideéiyat (figure 1.7 b).

Chainede
polvéthyléne
glvcole

Molécule de reconnaissance:

e i
it

Molecule

hydrophile “ Molecule

Bicouche lipidique hydrophobe

A) Liposome B) Lipoplexe

Figure 1.7. Représentation schématique de la sreictun liposome (A) et d’'un lipoplexe
(B). Schéma adapté de Safinya (2001).

Les lipides cationiques sont généralement compdeésois parties : 1) une ancre
hydrophobe, qui peut étre aussi bien une ou pltsiehaines lipidiques qu’'un groupement
cholestérol, 2) un bras espaceur et 3) une tétent@ie, qui peut étre mono- ou multi-
chargée. Le chlorure de dioléoyloxypropyl-trimédmimonium (DOTMA), synthétisé par
le groupe de P. Felgner (1997), fut le premiedipcationique qui démontra une activité de

transfection. Depuis, une vaste librairie de ligidmtioniques a été développée et de
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nombreux essais cliniques ont été effect(Barron et al. 199¢). Outre le DOTMA, les
lipides cationiques les plus souventlisés sont le dioléoyiiméthylammonium propar
(DOTAP), le trifluroacétate de dioléyloxy [(spermi-carboxyamido) éthyl]
diméthylpropanaminium (DOSPA) et l'acide trifluocedique
diotadécylamidoglycylspermine (DOGSfigure 1.8) (Mintzer et Simanek 200. Les
lipides cationiques multivalents, tels que le digl-oxypropyldiméthylammoniur
amidosperime (DOSPA) et le dioctadécylamidoglycylspermine OBS), ont éte
développés sous le principe qu’'un plus grand nonderecharges positives sur le lipi
cationique permettrait une meilleure interactioeale matériel génétiquWheeler etal.

(1996)ont ainsi démontré que I'augmentation de la de de charges du lipide cationiq
renforce les interactions avec I'acide nucléiquaretliore I'efficacité de transfection i

vecteur.

HaG

ch‘j\l‘ o] —

HaC-N \/(L/O\r(\/\/\/\:/\/\/\/\
H,C
© porar
0 (\/‘\/\/‘\/\/\/\/\/
HJN/\‘/\N i N/\n,N
" HzN\HH DOGS (Transfectam®)
NH,*
(o} GHa
H;;NMN N/\‘/PTJ' o] —
H3 HN H CH3
j\ DOSPA (Lipofect AMINE™)

Figure 1.8. Structures des principaux lipides cadjoes utilisés dans la préparation

lipoplexes.
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L’entrée des lipoplexes dans la cellule fait pjyaement intervenir des interactions
électrostatiques entre le lipoplexe chargé positemt et la membrane cellulaire chargée
négativement. Les mécanismes d’internalisation lgegplexes sont encore mal connus
mais deux hypothéses dominent. L’hypothése priteigst la voie de I'endocytose
(Harashimeet al. 2001, Bertinet al. 2007, Resinat al. 2009) alors que la seconde suggére
gue les lipoplexes fusionnent directement avec éenbrane plasmique, libérant ainsi sa
cargaison dans le cytoplasme de la cellule (Felghat. 1987, Ulrich 2002, Resinat al.
2009). Le mécanisme d’entrée dans la cellule initeele trafic intracellulaire et le temps
de demi-vie du matériel génétique. Dans le casededcytose, les lipoplexes se retrouvent
confinés dans le compartiment endosomal et ultinmérans des lysosomes ou ils seront
dégradés. La charge positive des lipoplexes peteflas contribuer a la déstabilisation de
la membrane endosomale et a la libération du neatgénétique vers le cytoplasme de la
cellule. Szokaet al. (1996) ont proposé un mécanisme de «flip-flop>reetes lipides
cationiques et les lipides anioniques de la paypoptasmique (figure 1.9). Selon les
auteurs, les lipides cationiques induiraient uneeiision des lipides anioniques de la
membrane cytoplasmique. Ces derniers diffuserammiuite dans le complexe et
induiraient la neutralisation des lipides catiomget le déplacement de I'ON, lequel serait
alors libéré dans le cytoplasme. En marge de camigoe de «flip-flop», I'incorporation
d’'un lipide auxiliaire neutre (co-lipide) et fusogg tel que le dioléoylphosphatidyl
éthanolamine (DOPE), permettrait d’induire une aéi$isation de la membrane
endosomale et de favoriser le relargage du matgéieétique dans le cytoplasme une fois
ses propriétés fusogenes activées par l'acidiioatie I'endosome (Zubiet al. 1999,
Weyermannet al. 2004, Bertinet al. 2007, Gaoet al. 2007). Plus particulierement, la
formulation DOSPA:DOPE, commercialisée sous le raenLipofectamin®'®, est a ce

jour la formulation la plus utilisée pour la tragstionin vitro.
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Lipide
cationique

(1) (@)

Déplacement etlibération del’ON  Migration des lipides anioniques

) (3)

Figure 1.9. Mécanisme de «flip-flop». Schéma addpt&edina-Kauwet al. (2005).

Par ailleurs, afin d’'augmenter le temps de rétenties liposomes et des lipoplexes
dans la circulation sanguine, les complexes peuétr® décorés d'une couronne de
polymére neutre hydrophile. A cette fin, un dédipédique conjugué a une chaine de PEG
est frequemment ajouté lors de la formulation detensr. Le PEG est reconnu pour réduire
les interactions non spécifiques, masquer la chapgarente du vecteur (dans le cas d’un
vecteur chargé) et également réduire la reconmaissau vecteur par le systeme
immunitaire, ce qui contribue globalement a augeele temps de circulation systémique
de ce dernier. Toutefois, la présence de ce polynmdibe les interactions avec les cellules
et réduit I'efficacité de transfection du systerhest possible de coupler une molécule de
reconnaissance a la surface du vecteur afin d'@oerteur spécificité et favoriser leur

internalisation par les cellules cibles (Moghiatial. 2001). Par exemple, Sét al. (2000)
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ont mis au point des immunoliposomes PEGylés cipié80 nm) pour le transport d’ADN
plasmidique au niveau du cerveau. La conjugaisorctdgnes de PEG de 2 KDa a la
surface du vecteur a permis, en plus de minimaseedonnaissance du vecteur par le SPM
et d’éviter une élimination prématurée du vectearla circulation, d’introduire un site
potentiel pour la conjugaison d’'une molécule deoneaissance a la surface du vecteur.
L’ajout a la surface de ces liposomes neutres dhtitorps spécifique, tel gu’un anticorps
dirigé contre les récepteurs a l'insuline, a per@ix liposomes de passer la barriere
hématoencéphalique et s’est traduit par I'expressigecifique du géne de luciférase au

niveau des cellules du cerveau.

Depuis leur introduction en tant que vecteurs deegen 1987, les vecteurs
lipidigues sont devenus des systéemes largemeniéstull’utilisation de ces vecteurs
représente actuellement environ 6% des essaisiqudim de thérapie génique
(http://lwww.wiley.co.uk/genmed/clinical). Cependamhalgré leur succes vitro, leur
faible efficacitéin vivo, leurs interactions non-spécifiques avec des pretéplasmatiques
ainsi que la toxicité associée aux lipides catioagylimitent leur utilisation en thérapie

génique.

3.4.1.2. Les vecteurs polymeres

3.4.1.2.1. Les nanoparticules

Les nanoparticules (NPs) sont des systemes calivigalymeres (< 1 um) dans
lesquels l'agent thérapeutique est incorporé deigranphysique. Les nanoparticules
peuvent étre produites par plusieurs méthodes rmatifgjues, telles que la co-
précipitation, la dispersion moléculaire, 'adsaptou la conjugaison du produit actif a la
surface de la matrice (Lambeet al. 2001, Vasiret al. 2005). Selon la méthode de
préparation, des nanocapsules ou des nanospheéresnpétre obtenues (figure 1.10). Les

nanocapsules sont des vésicules dans lesquelpesdait actif est confiné dans une cavité
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agueuse ou lipidique entourée d’'une capsule polgntandis que les nanosphéres sont des
systemes matriciels dans lesquels le produit astidispersé a travers la matrice polymere
(Lambertet al.2001).

Matrice
Cavité aquense polvmérique

oulipidique

Couronne
polymerique
Nanocapsule Nanosphere

Figure 1.10. Représentati@mchématique de deux types de NPs, soit des nandespet
des nanosphéres. Schéma adapté de Bragger(2002).

Les NPs peuvent étre préparées a partir de polgmeaturels €.g9. dextran,
chitosan, alginate) ou synthétique®.g( poly(acide lactique), poly(caprolactone),
poly(cyano)acrylate)) (De Jong et Borm 2008). Celamt, dans le cas de la thérapie
génique, la présence d’interactions électrostasiqgast nécessaire afin d’assurer une
incorporation efficace des ONs au sein du vectainsi, Patil et al. (2009)ont démontré
gue l'incorporation de pARNis ciblés contre le gethe la luciférase dans une NP de
poly(D,L-lactideco-glycolide) (PLGA) était doublée grace a [I'additiorde
poly(éthyleneimine) (PEI) dans la matrice polymekéalgré ces résultats prometteurs,
I'habileté du systéeme a protéger le matériel généticontre la dégradation enzymatique

n'a pas été démontrée.

L’internalisation cellulaire des NPs dépend gérggrant d'un meécanisme
d’endocytose, ce qui résulte en un confinement 8% dans le compartiment

endosomal/lysomal ou elles seront dégradées, paigées. De plus, la nature hydrophile
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et anionigue des ONSs rendent difficile leur incogtimn dans les hanospheres, surtout dans
le cas de systemes a base de polyméres hydrophebess, alors que leur absorption a la
surface de la particule les rend davantage subteptia une dégradation
chimique/enzymatique. Conséquemment, les NPs demiedes candidats peu adaptés

pour le transport des ONs en thérapie génique (keatrebal.2001).

3.4.1.2.2. Les polyplexes

Les polyplexes sont des complexes polyméres quiltedd de I'association
spontanée de polyméres cationiques avec des aniggsiques (figure 1.11 a). Les
polyplexes permettent d’'incorporer le matériel giju au coeur du vecteur et ainsi de le
protéger contre une dégradation enzymatique. Leymgoes cationiques les plus
couramment employés dans la préparation des palplsont les poly(lysine)s (PLys), les
dérivés de poly(méthacrylate d’aminoalkyle), telseqle poly(méthacrylate de 2-
(diméthylamino)éthyle (PDMAEMA), et le PEI (linéairet brancheé) (figure 1.11 b). Les
dendriméres cationiques, tels que les dérivés dg(gmidoamine) (PAMAM), sont
également couramment utilisés en thérapie génidie de complexer le matériel
génétique. De nombreuses études ont démontréchefté de transfection d’ON par les
polyplexes (Merkel et al. 2009). Plus particuliéesiy le PEI est reconnu pour sa grande
efficacité de transfectiom vitro. En effet, en plus de protéger efficacement ledesc
nucléigues contre la dégradation et de permettrdaut taux d’internalisation, le PEI
assure un mécanisme de déstabilisation de la membradosomale grace a un effet

tampon découlant de la présence de plusieurs @orsctimines.
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Figure 1.11. Représentation schématique de polgpléX) et de la structure des principaux

polymeres cationiques utilisés dans la préparatempolyplexes (B).

A linstar des lipoplexes, I'excés de charge pwsitides polyplexes favorise le
rapprochement et l'interaction avec la membransrpique, ce qui permet leur endocytose.
Les groupements amine des copolymeres cationiqees tonferent une activité
endosomolytique qui favorise le passage transmemabedu matériel génétique vers le
cytosol (Boussifet al. 1999). En effet, ces groupements permettent dential
I'acidification du compartiment endosomolytique un effet tampon. Les ATPases, des
enzymes responsables de l'acidification de I'endusodoivent alors importer davantage

de protons vers I'endosome pour maintenir I'acidité milieu (figure 1.12). Cet influx
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s’accompagne de I'entrée stoechiométrique d’ionsrate et conduit a un débalancem
osmolytique qui entraine la rupture de I'endosomia dibération des complexes dans
cytosol. Un tel mécanisme est décrit sous le tex éponge a protol » (Behr 1997). Bien
gu’'a maintes reprises remis en question, ce méoanidimeure I'argument princip:
employé pour expliquer la forte efficaciin vitro du PEI. En effet, sa composition
amines primaire (25%), secondaire (50%) et tern@f9) lui procure une importan
capacité tampon en milieu acide (pKa ~ 5,5). Taigsesa toxicité importante limite sc
utilisationin vivo (Liua et al.2010.

H

ATPast
ATPast -

Figure 1.12. Mécanisme d’éponge a protons. La protonation du polyme
sensible au pH (vert) entraine un accroissemenmtflad de proton (et de con-ions).
L’augmentation de la pression osmotidinduit la rupture de 'endosome et la libération

s contenu dans le cytosol. Schéma adapté deet al. (2005).

Tout comme pour les lipoplexes, un exces de chapgsgives est généraleme
requis lors de la formation des polyplexes afinvid& l'agrégation des complexes
solution aqueuseCependant, une fois dans la circulation systéejigatte charge poive
apparente favorise I'opsonisation du vecteur etladrson élimination rapideKabanov et
Kabanov 199h Les polyplexes sont également considérés tosicuecause de leu
interaction et accumulation non spécifiques. Cestale ces inconvénients pent étre

surmontés en modifiant la surface des polyplexes des chaines de polymére hydropt
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neutres, telles que des chaines de PEG. Ce déonmee une couronne hydrophile neutre
autour du complexe qui stabilise, minimise les raxtéons non-spécifiques, et accroit le
temps de circulation sanguine du vecteur. La sireales polyplexes PEGylés s’apparente

a la structure cceur/couronne des micelles polyi@sgiécrites dans la section suivante.

3.4.1.2.3. Les micelles polyioniques

3.4.1.2.3.1. Définition

Les micelles polymeéres sont des particules collegddormées a la suite de
'association spontanée de polymeres amphiphilesqiee la concentration atteint la
concentration micellaire critique (CMC) (figure 3.h). Les polymeres s’organisent de
maniere a diminuer leurs interactions avec I'eaugui conduit & une ségrégation de phase
et donne lieu a la formation d’'un coeur hydrophetabilisé par une couronne hydrophile
(structure dite coeur/couronne) (Franeis al. 2004, Lukyanov et Torchilin 2004). La
ségrégation de ces domaines contribue a la dinimude I'énergie d’interface entre les
deux environnements et a 'augmentation de I'ené¢rdjp solvanti(e. I'eau), ce qui rend le
processus de complexation énergétiquement favofAtitens 1997, Lukyanov et Torchilin
2004). Les micelles sont maintenues dans un égeitignamique en solution dans lequel
un échange continu se produit entre les chainepaligmére présentes sous forme
d’'uniméres et celles formant la micelle (Hurtegzal. 1998). Pour ce qui est de la thérapie
génique, la nature anionique du matériel génétigud difficile son incorporation dans le
cceur hydrophobe des micelles polymeres traditidesel Toutefois, [l'utilisation de
copolymeres blocs polycationiques permet de remétiee probléme. La complexation
d’acides nucléiques par les polymeres diblocs pafiees donne lieu a des complexes

appelés micelles polyioniques (PICMgalyion complex micellg¢gfigure 1.13 b).
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A) Copolymere amphiphile Micelle polymeérique
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Molécules hydrophobes
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Figure 1.13. Représentation schématique du mécanidm formation de micelles
polyméres (A) et de PICMs (B). Schémas adapté dehilm (2004) et Dufresnet al.
(2003), respectivement.

L’assemblage spontané des PICMs est induit parelatralisation des charges
portées par un copolymeére ionique par un contrgiol suivi de la ségrégation des
domaines neutres/hydrophobes ainsi formés (figurE3 1b). Ainsi, les polyméres
cationiques neutralisent les acides nucléiquesucdanne lieu a la formation de domaines
hydrophobes et, ultimement, a la formation d'un cdeydrophobe stabilisé par une
couronne hydrophile. La couronne hydrophile permein seulement de stabiliser
l'interface coeur/couronne des micelles mais masgussi toute charge résiduelle,
diminuant ainsi les interactions non spécifiquegcales diverses composantes de la
circulation sanguine. La couronne hydrophile cdig ainsi a diminuer 'opsonisation et la
reconnaissance du vecteur par le SPM et, ultimenaeatigmenter la demi-vie du vecteur
(Harada-Shibeet al. 2002, Dufresneet al. 2008, Kimet al. 2008). La structure de type
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coeur/couronne des PICMs permet de concentrer gtgamole matériel génétique contre
une dégradation enzymatique/chimique prématuréé&é¢bneet al.2008).

La couronne hydrophile est généralement formée lddnes de PEG de poids
moléculaire compris entre 2 et 15 kDa. Le PEG @&t molécule biocompatible, non-
immunogene et non-toxique. De plus, les chaind3Kig en milieu aqueux ont une grande
mobilité et un grand pouvoir d’hydratation (Tor@hiR007). Toutefois, le camouflage de la
charge nette du vecteur par la couronne hydroplétiuit ses interactions avec la
membrane cellulaire et diminue son efficacité dagfection (Wheelegt al. 1999). Afin de
pallier & cet obstacle, le vecteur peut étre déeéorga surface avec une molécule de
reconnaissance, telle qu’'une protéine, une vitamingeptide ou un sucre. De tels ligands
permettent d’augmenter la spécificité du vecteuiaebriser son internalisation cellulaire

par endocytose.

3.4.1.2.3.2. La formation des PICMs

Les PCIMs se forment spontanément grace a la faymatoopérative de liens
électrostatiques intermoléculaires entre un copehgncationique et un acide nucléique
(Kabanov et Kabanov 1995). Ces interactions é@stdtiques coopératives sont la force
motrice qui guide le rapprochement et I'associati@s chaines de charge opposée. Cet
effet de coopérativité provient du fait que la @bitité de formation de liens
électrostatiques entre le copolymére cationiquiaeide nucléique est favorisée une fois
gue la premiére liaison est établie et permet déoreer ces liaisons électrostatiques. Ainsi,
la constante d’équilibre de la formation de compexolyioniques augmente de fagon
exponentielle en fonction de l'allongement de lageeur de la chaine des polyions
(Kakizawa et Kataoka 2002). De plus, la formatiencdmplexes électrostatiques entraine
la libération en solution des contre-ions assoai®s polymeres cationiques et aux acides

nucléiques. La libération de ces contre-ions s’aq@agne d’'un gain d’entropie qui rend le
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processus de complexation énergétiguement favor@hi&yanov et Torchilin 2004,

Torchilin 2004). Dans un deuxiéme temps, la neisaibn des charges donne naissance a
des domaines hydrophobes qui s’associent entreesiibe autres, par des interactions de
types hydrophobes. Ainsi, en plus des interact@estrostatiques, des interactions de type
van der Waals contribuent & former et a stabilisefantage le cceur micellaire ainsi que la

structure coeur/couronne qui en résulte (Lukyandwethilin 2004).

Pour étre efficaces, les micelles doivent maintdeur intégrité jusqu’au site
d’'action afin de protéger leur contenu et assurex accumulation du produit actif au
niveau du tissu cible. Par conséquent, les miceltegent présenter une grande stabilité
cinétique et donc un faible taux de dissociatialsdae la concentration micellaire est en
deca de la CMC. Il est possible de moduler la ktadbides micelles en modifiant les
propriétés des copolymeres cationiques et/ou dénmehgénétique, tels que la densité de
charge, I'hnydrophobicité et la masse molaire (Kakia et Kataoka 2002, Fischet al.
2004). La réticulation de la couronne ou du cceurladenicelle sont également des
approches permettant d’augmenter la stabilité delies (Gauchert al. 2005). Par
exemple, Kataokat al. (2001) ont conjugué un ON dans le cceur des mgdkePE@s-
PLys par des liaisons disulfures afin d’assurerdssociation sélective dans le milieu
intracellulaire. En effet, la concentration élevée la glutathione, un puissant agent
réducteur, dans le milieu intracellulaire rend eevironnement beaucoup plus réducteur

gue le milieu extracellulaire.

3.4.1.2.3.3. Préparation des PICMs

Tel que mentionné a la section précédente, les BIGbht obtenues de facon
spontanée lors du mélange des composantes a ucent@tion supérieure a la CMC. Leur
formation et leurs propriétés physicochimiques sfmmtement influencées par I'ordre

d’addition des composés (plus particulierementasiicelle est formée de plus de deux
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constituants), la concentration en matériel génétitp force ionique du milieu, la structure
chimique des copolymeres ainsi que le ratio degdsafKakizawa et Kataoka 2002). Ce
ratio, défini comme ratio +/-, représente le hombtescharges positives (portées par le
copolymere cationique) sur le nombre de chargeativeg (portées par le polyanion). En
plus d’'affecter I'efficacité d’incorporation du néaitel génétique, le ratio de charges est un
parametre particulierement critique affectant égalet les propriétés colloidales des
micelles. Par exemple, Dufresm¢ al. (2008) ont montré que le ratio de charge était
inversement proportionnel a l'indice de polydispe(iP) des complexes formés. En effet,
les PICMs préparées a un ratio de charges (+£)ieudr & 0,56/1 (ou un ratio N/P de 1,5)
étaient caractérisées par une distribution multa®de la population alors que les PICMs
préparées avec plus de charges positives présantasie diminution de I'lP. Les ratios de
charges (+/-) peuvent également étre exprimésraretde ratio molaire N/P, soit la densité
d’'amine constituant le copolymere cationique surdinsité molaire de phosphates
constituants I'ON. Dans le cadre de ce mémoire rd¢i®s seront exprimés en terme de

ratio molaire.

3.4.1.2.3.4. Structure des copolymeres cationiques

Outre le ratio de charges, la structure chimigueatgpolymeres affecte grandement
les propriétés des micelles. Si la couronne de$/BI€st généralement constituée de PEG,
la composition du segment cationique formant lercdeua micelle est plus variable. Les
principaux polymeres cationiques utilisés dansoaposition des PICMs sont les dérivés
de méthacrylate d’aminoalkyle, le PEI, les PLydestspermines (Torchilin 2007) (figure
1.11). Plus patrticulierement, le DMAEMA est int&ast puisqu’il est possible de moduler
I'hydrophilie du polymere, et donc du cceur de lzetie, en quaternisant I'amine tertiaire
du polymere. De nombreuses études rapportentidatibn du DMAEMA dans la
formulation de complexes polyioniques avec I'ON leur potentiel a condenser

efficacement le matériel génétique et augmentéaug de transfection (Rungsardthoety
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al. 2001, Deshpandet al. 2002, Tanet al. 2006, Heet al. 2008, Convertinest al. 2009,
Benoit et al. 2010). Le tableau 1.3 présente quelques exemmesogolymeres bloc
cationiques utilisés dans le cadre de la vectamsat’acides nucléiques pour des
applications en thérapie génique.

Tableau 1.3. Propriétés de quelgues formulationBI@Ms utilisées en thérapie génique

pour le transport de matériel génétique.

Composition du vecteur Nature de I'acide Tailles (hm) Références

nucléique incorporé  (IP%)
PEGbhH-P(DMAEMA) ON 30 (IP~0,1) (Dufresneet al.2008)
PEGbhH-P(AEMA) 70 (IP~0,1)
PEGH-P(AEMA) et ON 30 (Yessineet al.2007)
P(MAA-co-EA-co-BMA) (IP~0,1)
Fab’-PEGb-P(PrMA-co-MAA) pPARNIi, ON 50-70 (Elsabahyet al.2009)
PAMAM (IP<0,2)
Fab’-PEGb-PEI ADN plasmidique 200 (Merdaet al.2003)
Transferrine-PEGs-PEI ON 75-103 (Vinogradovet al. 1999)

ADN plasmidique > 200 (Kursaet al.2003)
Folate-PEGs-PEI PARNI 232 (Kimet al.2005)
PEGbh-PLys ADN plasmidique 80 (Kataoka 2001)

ON 55 (Kakizawa et Kataoka 2002)
PEG-SS-P(Asp(DET)) ADN plasmidique 80 (Taleteal.2008)
Lac-PEG-ON & PLys ON N/D (Oishet al.2005)

PrMA : méthacrylate de propyle
Asp(DET) : poly(aspartamidey-(2-aminoéthyle)-2-aminoéthyle
N/D : donnée non disponible.

La facilité de préparation des copolymeres catioeggest un atout majeur a leur
utilisation. Les copolymeéres cationiques sont galleénent préparés a partir de méthodes
de polymérisation dites « vivantes et contréléeSe .contrble repose sur des mécanismes

de polymérisation qui procédent en I'absence detigres de transfert de chaine et/ou de
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réactions de terminaison. Ainsi, toutes les chaso@s amorcées simultanément et croissent
a la méme vitesse, ce qui permet d’obtenir desnpétgs de taille et d’architecture bien
définies ainsi que des distributions de masse meokiiroites (Matyjaszewski 1998, Xia
2001). Selon la nature des monoméres utiliséspbdgmeres cationiques peuvent étre
préparés par ouverture de cycle (PLys), par poligaton anionique ou cationique (PEI
linéaire) et par polymérisation radicalaires coléeé (DMAEMA, AEMA), telles la
polymérisation par transfert de chaine avec additiagmentation réversible (RAFT ;
reversible addition-fragmentation chain transfer lypoerization) et la polymérisation
radicalaire par transfert d’atome (PRTA). Cettendige méthode a été développée sur la
base de l'addition radicalaire par transfert d’a@o(ARTA) par Matyjaszewski (1995).
Lorsque le cycle activation/propagation/désactoratile la ARTA peut se répéter jusqu’a
ce que tous les monomeres soient « consommés en irésulte un processus de
polymérisation en chaine appelé PRTA (figure 1.(M)ang et Matyjaszewski 1995,
Pintauer et Matyjaszewski 2008). Dans le cadre el@rojet de recherche, nous avons
utilisé la PRTA pour préparer les copolyméres cadjoes entrant dans la composition des
PICMs. La polymeérisation anionique par ouverturecgele (PAOC) a d'autre part été
utilisée pour la synthése de PEG hétérofonctiopé@alpar des groupements thiol et
hydroxyle (HS-PEG-OH).
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Figure 1.14. Mécanisme détaillé de la PRTA. Schéadapté Matyjaszweski
(http://www.cmu.edu/maty/chem/fundamentals-atrp/étml, juillet 2010).

Les polymérisations radicalaires controlées, teliege la PRTA, reposent sur
l'instauration d’'un équilibre dynamique entre depéxes vivantes (especes radicalaires
croissantes) et dormantes (figure 1.15) (Xia 20QB).forme dormante étant I'espéce
favorisée lors de cet équilibre, la concentratinrespéces radicalaires demeure faible et les
réactions de terminaison peu nombreuses, ce quieas® contrdle sur les propriétés du
produit final (Matyjaszewski 1998). La PRTA est @assur la création d'une espece
radicalaire (R¢) et 'oxydation du métal (W) & partir de I'espéce dormante (R-X) et d’un
complexe métallligand (Klligand). L'efficacité de la PRTA repose sur la aeipé du
métal de transition (M d’étendre sa sphére de coordination et d’augmestdre degré
d’oxydation pour pouvoir capter un atome d’halog€iéang et Matyjaszewski 1995,
Matyjaszewski et Timothy 1998). Le radical libmi(la chaine en croissance, selon I'étape
de propagation) peut alors réagir sur les monom@gesse terminer (@ ou étre désactivé

(kgesad @ la suite de la capture d'un atome d’halogeree.ntodulation des conditions
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initiales de polymérisation, telles que la tempénagt le temps de réaction, la nature du
solvant, du métal et du ligand, permet d’assuree wnoissance linéaire du poids
moléculaire du polymére et un faible indice de padécularité (IP < 1,1) (Matyjaszewski

1998). La PTRA est utilisée pour polymériser deshagylates, méthacrylamides, acides

méthacryliques, styrénes et I'acrylonitrile (Xia(29.

Kactivatiun +{Z+1)

R« + XM .Y/Ligand

Fo N &
Kde'sac ivation ! .
tivat] k‘k_p/ k["‘

monomeres

R-X + M_-Y/Ligand

terminaison

Figure 1.15. Mécanisme général de la PRTA ou R-Xlegérivé d’halogene (espece
dormante), M représente le métal de transition, Y le contre<{tsh plus souvent un
halogene) et Re est la chaine croissante radieal@spece vivante). Figure adaptée de
Matyjaszewski (2001).

La PAOC permet, entre autres, la synthese de PERGidonalisé en bout de chaine
par des groupements hydroxyle, amine ou thiol, reeles réactifs initiaux. Les
polymérisations anioniques sont caractérisées '‘phsdnce de réaction de terminaison
(Younget al. 1984, Hadjichristidi®t al. 2001). En effet, la nature anionique du centrd act
induit une répulsion entre les anions et empéchsi s réactions de terminaison. Par
ailleurs, la polymérisation doit étre effectuée saonditions anhydres puisque des traces
d’eau et d’'air peuvent interagir avec les aniondadehaine croissante et mettre fin a la
polymérisation. De plus, afin de maintenir un colgtrsur la distribution et la croissance
des chaines, la polymérisation anionique demandegdpart, une réaction d’amorcage
rapide et, d’autre part, une réaction de propagat@ativement lente (Hsieh et Quirk
1996). Dans le cadre de la synthese du PEG hét@tafanalisé par une fonction thiol et

un droupement hydroxyle, la polymeérisation est a@erpar I'attaque électrophile de
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'oxyde d’éthylene par l¢ert-butyle thiolate, suite a sa déprotonation pardeagsium de
naphtalene (figure 1.16) (Dufresaeal.2005).
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Figure 1.16. Mécanisme de la PAOC de I'oxyde d’ithg par lgert-butyle mercaptan.

4. TRAFIC EXTRAET INTRACELLULAIRE

L'utilisation des PICMs pour l'administration de téeel génétique permet
d’obtenir des systemes de taille nanométrique @A®-@m) dans lesquels le matériel
génétique est concentré et protégé. Leur taillsi ague leur couronne hydrophile leur
confereraient un caractere furtif et un temps deutiation prolongé dans la circulation
sanguine. Cependant, ces avantages sont contrezéalpar leurs interactions cellulaires
limitées. Diverses stratégies peuvent donc étrdoagps afin de permettre aux micelles
d’'atteindre leur cible intracellulaire, soit, paxeenple, le cytoplasme des cellules

tumorales.

4.1.Le ciblage passif

An niveau des tissus tumoraux, la prolifératiorutaire est forte et rapide. Au-dela
d’'une certaine taille, les tumeurs créent leur pragseau vasculaire afin de soutenir leurs
besoin nutitionels et d'accélérer leur croissar@e. phénoméne est connu sous le nom
d'angiogenése. Contrairement aux vaisseaux sangoorsnaux, les néo-vaisseaux
tumoraux présentent une permeéabilité accrue, céagllite I'épanchement de I'oxygene et

des nutriments a travers I'espace interstitiel (Mat et al. 2007). En effet, les cellules
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tumorales sécretent certains facteurs qui contnbaeugmenter la perméabilité locale des
vaisseaux sanguins, tels que le facteur de craiesdEGF qui a été identifié comme un
facteur clé dans la stimulation de I'angiogenéséagtivation de la production de NO,
lequel contribue a l'augmentation de la perméabiiasculaire (Levyet al. 1996). Par
ailleurs, les nouveaux vaisseaux sanguins des temeont caractérisés par une
imperfection et une discontinuité au niveau de<stjons intercellulaires des cellules de
'endothélium vasculaire, ce qui contribue égalen@ela perméabilité accrue des vaisseaux
des tissus pathologiques (Mahmeidal. 2007). En effet, cette discontinuité est due,entr
autres, & une usure et une perte d’intégrité destipms entre les cellules endothéliales
ainsi qu’une diminution des interactions celluleditdes et cellules-matrice attribuées a
une réduction de I'expression de certains factelost la cadhérine vasculaire endothéliale
(Maedaet al. 2000). De plus, cette perméabilité vasculairecgapagne d’'une diminution
du drainage lymphatique au niveau des tumeursuctagorise la rétention des molécules
dans I'’environnement tumoral. Globalement, ce ph@e est appelé effet de perméabilité
et rétention accrues (effet EPIRnhanced permeability and retention effesttfut proposé
pour la premiére fois par Maeda et Matsumura (198@&}tte équipe a mis en évidence
'accumulation passive de macromolécules (< 200 mahs les tissus pathologiques
(tumoraux ou inflammés) suggérant ainsi I'existedeen mécanisme de rétention passive
(figure 1.17) (Maeda et Matsumura 1986, Mahnetiél. 2007). Depuis, un grand nombre
de systemes exploitent ce phénomene pour favdeseaccumulation au niveau des tissus
pathologiques (Torchilin 2010). Par exemple, Jeatgal. (2005) ont montré une
diminution significative de la croissance tumorsigte a 'accumulation passive de PICMs
de PEI/PEG-ON/PEI au niveau des cellules tumor&lks récemment, Karet al. (2009)
ont démontré que le temps de circulation de PICBI$HEG-PLys/pARNI, et ultimement
leur accumulation passive au niveau des tumeungygient étre modulé en variant la
longueur de la chaine de PEG constituant la co@rdwydrophile ainsi que la proportion de
PEG greffée au systeme.
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Cellules tumorales

Endothélium

Figure 1.17.Représntation schématique de I'effet EPR. Schéma adaptBriyge et al.
(2002).

En thérapie génique, cette stratégie de ciblagepagticuliérement intéressar
puisqu’elle ne requiert pas de fonctionnalisatiopmémentaire du systeme et ne se |
gue surla taille (< 200 nm) des particules. En revanchan sfficacité est variabl
puisqu’elle dépend du type de tumeur. Le ciblagesip@onstitue une stratégie intéress:
lorsque le vecteur est capable de maintenir sa@yiité (résister a la dissociat) dans la
circulation sanguine, est en mesure de retenir asgaison et la protéger contre

dégradation enzymatique/chimique jusqu’a son eas@awn dans le tissu tumoral cib

4.2.Le ciblage actif

Il a été rapporté que le ciblage actif n’affecgdnéralement pas la déposition
vecteur au niveau des cellules tumorales, mais ¢t plutét d’améliore
I'internalisation de ce dernievia endocytose réceptedépendant(Kirpotin et al. 2006).
Un tel ciblage peut étre obtenu en associant atewecine molécule de reconnaissa
spécifique a un récepteur surexprimé ou uniquergmimeé par la cellule cible. Le cibla
actif est donc unepproche complémentaire au ciblage passif et pediaecroitre le

spécificité du vecteur et I'efficacité de la théeapn favorisant son internalisation cellule
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(Torchilin 2010). De nombreux vecteurs synthétiqoes été conjugués a des ligands et
testésin vitro et/ou in vivo. Le tableau 1.4 répertorie quelques exemples g&ndis
couramment utilisés en thérapie génique. Par exenkfgidelet al. (2007) ont utilisé la
transferrine en tant que molécule de reconnaissafioede cibler spécifiquement les
cellules tumorales du sarcome d’Ewing. A cette €in,pARNi a été incorporé dans des
poplyplexes de cyclodextrine fonctionnalisés erfamgr par la transferrine. Ce vecteur a
permis une internalisation spécifique au niveaweke cellules ainsi qu’'une diminution de
I'expression du géne EWS-FL 11 et I'inhibition @edroissance de la tumeur. De plus, ce
vecteur s’est avéré sécuritaire pour le transpempARNi chez des primates (Heidsl al.
2007). Merdaret al. (2003) ont également rapporté un accroissemettindernalisation
cellulaire (de 6 fois supérieur) des complexes B&SHPEI (25 kDa)/ADN plasmidique
conjugués a un fragment d’anticorps dirigé contes dellules du cancer des ovaires
comparativement a ceux dépourvus d’'une moléculecennaissance. Cette augmentation
de la capture cellulaire s’est traduite par unensrgation de I'expression du géne de
luciférase.
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Tableau 1.4. Présentation de divers ligands, ds l&cepteurs et de leurs cibles utilisés en

thérapie géniquin vitro.

_Ligands Récepteurs Cibles Références
Anticorps anti-acide N/D’ Cellule endothéliale de (Torchilin 2004)
gliofibrillaire cerveau de rat
Anticorps anti-CD3 CD3 Lymphocytes T (Buscleleal. 1995)
Anticorps 2C5 N/D Cellule leucémique (Torchilinet al.2003)

Anticorps anti-CD71

Asiaglycoprotéine

Biotine

Galactose

Lactose/Galactose

Mannose

Peptide MPG

Transferrine

Récepteur de la
Transferrine (CD71)
Asialoglycoprotéine

Récepteur a la biotine

Cellule épithéliale (cancer (Chekhoninet al.1991)
du sein)
Cellule de Lewis (Poumon)

Cellule du cancer de la (Elsabahyet al.2009)
prostate
Hépatocyte alaet al.1995)
(Wu et Wu 1988)

Cellule du cancesé€in (Vinogradovet al. 1999)
Cellule de l'épithélium oral
de type pavimenteux stratifié

Récepteur du galactodgépatocyte (Kawakart al.2008)
Lectine ~ Hépatocyte (Plen&l. 1992)
Epithélium respiratoire (Fajaat al.1999)
Récepteur du Mannos€ellule (Kawakamiet al.2008)
nonparenchymateuse
Récepteur au peptide Fibroblaste humain (Mintzer et Simanek 2009)
MPG

Récepteur ala
transferrine (CD71)

Cellule d'érythroblaste  (Wagneret al.1990)
aviaire
Hépatocyte (Vinogradost al.1999)

N/D" : donnée non disponible

Parmi les ligands utilisés, les anticorps ont nege attention particuliére de par leur

trées haute affinité et spécificité pour leurs réeaps. De plus, la diversité des anticorps

disponibles permet d’'atteindre un tres grand nondereibles. Les anticorps monoclonaux,

ou immunoglobulines (lg), peuvent étre classés gmabhdes familles, soit les IgM, IgA,

IgE, IgD et les IgG. Plus particulierement, les 1gént les immunoglobulines les plus

présentes dans le sérum humain (80% des Ig séyigussnt associees a 'opsonisation des
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corps étrangers. Les IgG1, une sous-classe desrégBesentent pres de 66% des IgG
présents dans la circulation sanguine. Les anticami-CD71 utilisées dans le cadre de ce
projet de maitrise font partis de la famille deG1g Les Ig sont des glycoprotéines formeées
de quatre chaines polypeptidiques (2 chaines Isuetlele chaines légeres) reliées entre
elles par des ponts disulfures, assurant une flagide la macromolécule (figure 1.18). La
structure d’'une immunoglobuline peut étre représeen trois régions, soit deux fragments
identiques appelés fragments Fab’ et un fragment G& dernier est responsable du
caractere immunogéne de l'anticorps, de l'activatiu systéme du complément et des
interactions avec les cellules de types macrophagemocytes et neutrophiles par
l'intermédiaire de leurs récepteurs FcR. Le fraghteab’, constitué d’une chaine lourde et
d’'une chaine légere, confere a I'anticorps sa §ipié€iet lui permet de se lier a I'antigene
(figure 1.18) (Garnett 2001, Chapman 2002). Airdss fragments, F(ap)ou Fab’,
dépourvus de pouvoir immunogéene, sont généralegraptoyés et conjugués au vecteur
afin de limiter les interactions et I'activation dysteme SPM, prolongeant ainsi le temps
de demi-vie du vecteur (Chapman 2002). De plus,sdancadre de la préparation
d'immunomicelles (soit des micelles ciblées par amticorps), la conjugaison d'un
fragment d’anticorps, au lieu d’'un anticorps compéest préconisée puisque ceci diminue
également 'encombrement stérique imposé lors darhaation des micelles.

N ,
} !'// \\\ r/// \\\\\\ /'.//
| 2 s Sh
|
Anticorps complet (IgG) F(ab), Fab’

Figure 1.18. Représentation schématique de latsteuc’une immunoglobuline de type
19G.



60

4.2.1. Les récepteurs a la transferrine et I'antigene dewface CD71

Le ciblage des récepteurs a la transfertimeune molécule de transferrine ou un
anticorps constitue un modele de ciblage largem&goandu en thérapie génique (Shi et
Pardridge 2000, Kircheist al. 2001, Ogris et Wagner 2002, Qiah al. 2002, Yuet al.
2009). Par exemple, Tietzet al. (2008) ont observé une diminution significative de
'expression de 'ARNm in vitro et in vivo dans des cellules tumorales, aprés avoir
incorporé une molécule de transferrine ciblée lergcepteur a la transferrine a la surface
d’'un vecteur deg3-propionamide conjugué a un oligoéthylenimine (®HEN/pARNI. La
réduction de I'expression de ’TARMm s’est tradyst@r une diminution de la croissance de

la tumeur et ultimement par I'apoptose des celltuesorales.

Les récepteurs a la transferrine (CD71) sont resgdalas de I'approvisionnement en
fer, indispensable au métabolisme cellulaire et saprimés par de nombreuses cellules,
particulierement celles en prolifération, tellesedes cellules tumorales. L’apotransferrine
est une glycoprotéine qui a pour role principallide et de transporter les ions ferriques
dans la circulation sanguine, puis vers les cdl@ianet al. 2002). Une fois liée aux
molécules de fer, I'apotransferrine est alors a@péiolotransferrine, ou transferrine. Le
récepteur CD71 est une protéine ubiquitaire domiveau d’expression differe selon la
lignée cellulaire. Toutefois, sa densité d'exprassest plus élevée dans les cellules
synthétisant 'hémoglobine, les cellules en divisiainsi que dans les cellules tumorales
(environ 10 000 a 100 000 sites de liaison poumobacellule) (Qiaret al. 2002). Le
récepteur CD71 est un homodimére constitué de deit&s transmembranaires de 85 kDa
chacune reliée par deux ponts disulfures. Il comtigois domaines: cytoplasmique,
transmembranaire et carboxyle-terminal extracehelae dernier est considéré comme le
domaine majeur du récepteur et permet la liais@t d&s molécules de transferrine et/ou
'anticorps contre le récepteur a la transferriRenka et Lok 1999). Compte tenu du fait
gue le ciblage actif de tissus pathologiqués la transferrine peut étre inhibé par la

présence d'une forte concentration systémique dasferrine endogene saturant les
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récepteurs (et entrant en compétition avec la mtdéde reconnaissance du vecteur), des
anticorps monoclonaux se liant a I'épitope extetes récepteurs CD71 ont alternativement
eté développés. Les anticorps anti-CD71 peuvesi aihiber la liaison de la molécule de
transferrine a son récepteur et exercer un effietstatique. Cet effet permet de bloquer le
fonctionnement et la multiplication cellulaire desllules tumorales. Les complexes
anticorps anti-CD71/récepteur CD71 sont internalig@r endocytose a la suite de

I'activation du récepteur par le ligand (Ponka ek 1999).

4.3. Mécanisme d’internalisation cellulaire actif : I'endocytose

Comme il a été évoqué précédemment, l'internatisaties vecteurs synthétiques,
en particulier les PICMs, procede par endocytosekiirjeeet al. 1997) En absence de
ciblage actif, I'internalisation est non spécifigeiepeut étre faite par deux grandes voies:
l'internalisation indépendante ou dépendante dddtorine. L’endocytose indépendant de
la clathrine comprends les voies d’endocytose digreies ou non a la caveéoline, la
macropinocytose et la phagocytose (cellules phdagoeg) (figure 1.19 a) (Swanson et
Watts 1995, Mukherjeet al. 1997, Garnett 2001). L’endocytose dépendante diathrine
est initiée suite a la formation de puits recowel clathrine a la surface de la cellule qui
s’invaginent pour former une vésicule intracelltdai L’endocytose dépendante de la
clathrine est préconisée lors du transport intlaleéte de macromolécules biologiques
nécessaires au fonctionnement normal de la celute hormones, facteurs de croissance
et protéines de transport d'ions métalliques (te¢ dfapotransferrine)) (Garnett 2001).
Cette voie est particulierement favorisé par ldsiles des tissus tumoraux puisqu’elles ont
un important besoin d’approvisionnement en nutritmerssentiels (Akhtaet al. 2000).
Dans le cas d'un ciblage actif, telle que la re@ssance d’'un antigéne par un anticorps,
'endocytose récepteur-dépendante est induite &uite de lactivation du récepteur
cellulaire par son ligand. Cette liaison active gascade de signaux cellulaires qui conduit

ultimement a l'internalisation du récepteur et am digand. Finalement, le vecteur se
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retrouve internalisé dans des vésicules appelédssemes. Une partie de ces endosomes
est redirigée vers la membrane extracellulaire @érpermettre le recyclage des récepteurs
impliqgués dans l'activation de I'endocytose (figuiel9 b). La majeure partie des
endosomes évolue ensuite vers un compartimentf taeli 'endosome suite a une
acidification progressive du milieu (pH ~ 5,5-6)rpkaction des pompes a protons
(Mukherjeeet al. 1997). Ultimement, les endosomes tardifs fusiohas&ec les lysosomes
(pH ~ 4,5-5,5) qui renferment des hydrolases praaot| la dégradation enzymatique de
leur contenu (Wattiauet al. 2000). Pour exercer son action thérapeutique Eaogtosol

ou le noyau, le matériel génétique doit donc éceapgd’endosome avant la fusion avec les

lysosomes, a défaut de quoi il sera dégradé.
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Figure 1.19. Représentation schématique des ds/ersies d’endocytoses (A) (Schéma
adapté de Mukherjeet al. 1997) et représentation schématique de I'intesatiin

cellulaire par endocytose récepteur-dépendantdCii$(B).

4.4, Sortie des endosomes

La sortie de I'endosome est donc un défi inhérertods les vecteurs synthétiques
internalisés par voie d’endocytose au niveau ddkiles cibles. Tel que mentionné
précédemment, de nombreuses stratégies ont eét@térplafin de promouvoir la libération
du matériel génétique. Si les lipoplexes peuvengfiéer du mécanisme de « flip-flop »
(décrit & la section 3.4.1.1), les polyplexes stMCMs, quant a eux, peuvent utiliser les

propriétés d’'« éponge a protons » de certains piganaminés, tels que les PEI et les



64

dendrimeres PAMAM (section 3.4.1.2.2) (Roth et Sarach 2004). Cependant, la validité
et I'efficacité du mécanisme d'« éponge a protors®mt encore controversées et il donc
essentiel d'identifier un mécanisme alternatif sastla déstabilisation de la membrane
endosomale. Ainsi, lintroduction d'un adjuvant ayxopriétés pH-sensibles a la
formulation du vecteur permettrait de favorisemplssage de I'endosome au cytoplasme
(De Smedtet al. 2000, Packet al. 2005). Par exemple, certains peptides présentst d
propriétés membrano-lytique qui résultent d'un geament dans leur conformatiare( de
pelote statistique a hélied suivant I'acidification du milieu (De Smeet al. 2000, Wong

et al. 2007). L’interaction de ces peptides avec la mamdrendosomale/lysosomale est
favorisée par cette conformation en héliceet ainsi provoque une déstabilisation de
'organelle cellulaire et la libération de son cami. Par ailleurs, certains copolymeres
d'acide méthacryligue présentent des propriétés bnemo-lytiques. Ces polymeéres,
chargés négativement a pH physiologique, se protosiEvant I'acidification rencontrée
lors du transit des endosomes précoces aux lysesdb@tte protonation résulte en une
neutralisation des charges et une augmentationede Hydrophobie. Il s’en suit un
changement de conformation et un repliement déd@ne polymére (figure 1.20). Dans le
milieu endosomal, il a été démontré que ce changen conformation pouvait induire
une déstabilisation de la bicouche phospholipidigiee la membrane endosomale et
permettre la diffusion du matériel génétiqgue vercytoplasme cellulaire (Yessirm al.
2006). Plus particulierement, Yesskteal. (2007) ont démontrié vitro qu’a un pH de 5,5,
des PICMs incorporant un copolymere de type polifiacrylique acidg-co-éthyl
acrylatgo-co-butyle méthacrylatg) (P(MAAsy-Co-EA4-CO-BMA 10) (pKa ~ 7,3) pouvaient

induire la déstabilisation de la membrane endosemal
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(polvmeére hvdrophobe)
Figure 1.20. Représentation schématique du changedeeconformation d’un copolymeére
d’acide méthacrylique en fonction du pH. Schématlde Yessinet al. (2004).

5. CONCLUSION

En résumé, le matériel génétiqgue et son vecteur camirontés a de nombreux
obstaclesn vivo afin d’atteindre leur site d’action. En effet, hscteurs sont sujets a une
rapide élimination de la circulation de par deserattions non-spécifiques avec les
différentes composantes de la circulation sanguDe. plus, une accumulation non-
spécifique au niveau de tissus sains peut induie toxicité non désirée. Par ailleurs,
l'internalisation des vecteurs par endocytose éegisstre dans le compartiment endosomal
ou leur contenu peut éventuellement étre dégraalémise au point d’'un vecteur « idéal »
dont les propriétés permettraient a la fois unaumcdation spécifique, une internalisation
cellulaire médiée par des récepteurs, ainsi guaita de I'endosome vers le cytoplasme,
permettrait d’augmenter son efficacité et son pogerthérapeutiquen vivo. Dans ce
mémoire, nous nous proposons de mettre au poirecteur répondant a ces criteres, soit
des PICMs ciblées incorporant un polymere endosgimak.
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6. HYPOTHESES DE RECHERCHE & OBJECTIFS

Objectifs généraux

Des travaux antérieurs ont montré que des PICMgapéés a partir de dérives de
méthacrylate de poly(aminoalkyle) seraient des ickatsl potentiels pour la vectorisation
d’acides nucléiques (Dufresret al. 2008). Par ailleurs, les résultats de Yesshal.
(2007) ont révélé que le (P(MA&co-EA4-co-BMA 1) assurait une déstabilisation de la
membrane endosomale a la suite d’'un changemenbtrdermation lors de I'acidification
du milieu. Conséquemment, la combinaison de ces sieatégies en un seul systeme, des
micelles dites ternaires, promet un fort potenpielr la vectorisation et I'administration
d’ON. De plus, la conjugation d’une molécule de oretaissance pourrait favoriser
l'internalisation cellulaire du vecteur et conselidit d’'avantage I'efficacité du vecteur.
L'objectif principal du présent mémoire était dettree au point des PICMs ternaires
présentant des fragments d’anticorps a leur suf@au@CD71 ; fragment dirigé contre les

récepteurs a la transferrine) pour le transpodiders ONs.

A cette fin, des copolyméres cationiques compo&és loc de PEG (3000 g/mol,
68 unités de répétition) et d’un bloc dérivé dehmaétylate poly(aminoéthyle) (25 unités de
répétition, amines primaires, tertiaires ou lesxjeant été synthétisés. Le choix de cette
composition repose sur une étude évaluant la catigrosoptimale des copolymeres
cationiques menée préalablement au sein de ndbara@ire. En ce qui concerne le
segment de PEG, il a été démontré que des PICMsgast une chaine de PEG de 2000
g/mol présentaient une plus grande stabilité faleeddssociation que celles préparées avec
un PEG de 5000 g/mol ou de 3000 g/mol, mais qutendance inverse était observée au
niveau de la taille des PICMs : une diminution dedille des PICMs était observée avec
une augmentation de la longueur de la chaine de (PlEesneet al. 2008). Cette méme
étude avait également démontré que le nombre damitonomeériques de méthacrylate
poly(aminoéthyle) optimal, en terme de taille dPddes micelles obtenues, se situait entre
20 et 30 (Dufresnet al. 2008). Trois copolyméres cationiques ont dongoééparés pour

la suite de ce projet, soit le poly(éthyle glygghloc-(méthacrylate de poly(aminoéthyig)
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(PEGss-b-PAEMA,,), le poly(éthyle glycobs-bloc-méthacrylate de
poly(diméthylaminoéthyle} (PEGgsb-PDMAEMA,s) et le poly(éthyle glycoks-bloc
(méthacrylate de poly(aminoéthylg)ro-(méthacrylate de diméthylaminoéthylg))
(PEGsg-b-P(AEMA;;-co-DMAEMA 13)).

Dans un second temps, des PICMs ont été forméesdavenatériel génétique, en
présence ou non de copolymére membrano-lytiquacatporation d’'ON-PS, de FANA ou
de pARNi au sein du vecteur ont permis d’étudierdesatilité du systeme et l'influence de
chacune des composantes, polymérique ou génésgudes propriétés physicochimiques
des PICMs obtenues. Finalement, le systeme a @lét par I'ajout d’'un élément de
ciblage actif, le fragment Fab’ de I'anticorps a@fd71 dirigé contre les récepteurs a la
transferrine. La conjugaison d’'un fragment Fab't@ique de I'anticorps complet permet
de réduire le masse moléculaire, et donc I'encombre stérique de I'élément de ciblage,
ce qui est particulierement important pour ces esyes nanomeétriques. En effet, la
conjugaison d’'un anticorps complet pourrait nuiréadormation spontanée des PICMs
(Chapman 2002).

Objectifs spécifiques

Ce travail de recherche comporte quatre objeqtiésiiques :

1. Synthétiser et caractériser une librairie de capeéles cationiques a base de
monomeéres de méthacrylate de poly(aminoalkyle) prend’unités monomériques
variant entre 20 et 30) et de PEG (68 unités détitggn, M,= 3000 g/mol).

2. Mettre au point la préparation de PICMs a part®N-PS, de FANA et de pARNi, en
présence ou non d'un copolymére membrano-lytiquesaeactériser leurs propriétes
physicochimiques.

3. Elaborer une stratégie de couplage afin de conjugnidragment d’anticorps (Fab’) au

copolymere cationique;
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4. Préparer des PICMs décorées d’'une molécule de maissance a leur surface (Fab’

anti-CD71) et évaluer l'efficacité d’'internalisati@e ces immunomicellés vitro.



CHAPITRE |l. RESULTATS & DISCUSSION

1. SYNTHESE DES POLYMERES CATIONIQUES

Le premier objectif de ce projet était geéparer et caractériser une librairie de
copolyméres cationiques d’AEMA et de DMAEMA. A cetfin, la PRTA a été utilisée
pour la préparation des copolymeéres puisque ceftbode de polymérisation conduit a la
préparation de copolyméres de composition et ditacture bien définies (figure 2.1). Afin
d’alléger la lecture du présent mansucrit, touslkgsils expérimentaux seront présentés au
chapitre IV.

Un PEG de 3000 g/mol a été sélectionné en tantsqgenent hydrophile neutre
dans la préparation des copolymeéres cationiquesqgpei cette longueur confére des
propriétés intermédiaires aux micelles en termtaille et de stabilité face a la dissociation
(Dufresne et al. 2008). Le MeO-PEG-OH est dans un premier tempsvertinen
macroamorceur de la PRTA, dg(2-bromoisobutyrylate-y-méthyle PEG (MeO-PEG-Br).
Ce dernier est obtenu par une substitution nuciéph MeO-PEG-OH sur le bromure de
2-bromoisobutyryle dans le THF en présence dehti@mine sous conditions anhydres
(Ranger 2001) (figure 2.1 a). Afin d’assurer la mépnation efficace de I'alcool, le MeO-
PEG-OH a été prealablement déshydraté par évapoiabtrope de I'eau et du toluéne. La
conversion du MeO-PEG-OH en macroinitiateur a étdiomée par résonance magnétique
nucléaire du protof"H RMN) par I'apparition du signal correspondant aupements

méthyle du 2-bromoisobutyrate présent a 1,9 ppm.
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A)
— -
1)Triéthylamine
0 2) Bis(tert-butyle-dicarbonate) (s}
02 el
NH, Cl NBoc
B)
/P\/ \]\ 1) Triéthylamine
0 ; : ‘
\\o . 2) Bromude de 2-bromoisobutyrate “~ /l/\/o
n ‘, O

THF, 24 h

1) CuBr/CuBR,;/HMTETA
2) AEMABOC ou DMAEMA THF, 24 h
3) 3M HCI/EtOAC

NR,

Figure 2.1. Voies de synthese utilisées pour lpgnation du copolymére cationique par
PRTA (A) et pour la protection de I'amine primaipar le bis{ert-butyle dicarbonate)
(Boc,O) afin de former le méthacrylate deN-{ert-butoxycarbonyl)aminoéthyle

(AEMABoOC) (B) (ou R est soit un H ou une chainleysd).

Dans un deuxiéme temps, la polymérisation est adegosuite a I'oxydation de
cuivre par le macroinitiateur bromé (MeO-PEG-BB,qui entraine la formation d’'un agent

de transfert réversible comportant un radical |ide MeO-PEG et d'un complexe
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organométallique de degré d’oxydation supérieur.pbase de propagation se fait par

échange de radicaux entre I'espece vivante (MeG=PEt le monomeére méthacrylate,

soutenant la croissance de la chaine de copolyares le cadre des présents travaux, un
ligand tétradentate, le 1,4,7,10,10-hexaméthyttyiénetétramine (HMTETA) a été utilisé
afin d’ajuster le potentiel redox du Cu(l) et dentdler la vitesse de propagation en
limitant la concentration en radicaux libres damsystéme (Xia 2001). De méme, I'ajout
de Cu(ll) au milieu réactionnel assure égalemerd réduction de la concentration en
radicaux libresvia I'effet radicalaire persistant (ERP) (Fischer 20QIERP provoque un
effet d’autorégulation de la polymérisation (FiscB801). Les radicaux persistants stables
(i.e X-Cu(ll) (ou X est un halogene); figure 1.16) tepropriété de ne pas réagir entre eux
(réaction terminaison), et donc leurs concentratiangmentent progressivement dans le
milieu réactionnel pendant que la concentratiomashicaux actifsi(e. Cu(l)) diminue, ce
qui a pour effet de déplacer I'équilibre Kqssad Vers les espéces dormantes et de
minimiser les réactions de terminaison (Fischerl20tanget al. 2006). Par conséquent,
'addition de Cu(ll) au milieu réactionnel a poufet de maintenir une concentration en
especes radicalaires persistantes supérieure e aedl radicaux actifs, ce qui permet de
ralentir la réaction de propagation comparativement la réaction d’amorcage
(Matyjaszewski 1998).

Les protocoles de polymérisation a partir des maresm dAEMA et de
DMAEMA nécessitent des précautions particulieres. é&xemple, il a été démontré que les
amines primaires peuvent entrer en compétition &vdigand et induire son déplacement
du complexe métal/ligand ou bien réagir avec leigeonent halogéne du macroinitiateur et
mettre fin a la polymérisation (Xia 2001). Selos Eonditions de réaction employées, la
protection des amines primaires des monomeres d’AEgt généralement requise afin
d’éviter leurs interférences durant la polymérimatiNotre laboratoire a donc mis au point
une approche consistant a protéger 'amine pringzreun groupement protecteur, le Boc,
préalablement a sa polymérisation. Cette étaperaleqgtion est réalisée en présence de
Boc,O dans le THF (Dufresne et Leroux 2004) (figure B)1 Ainsi, la synthese du
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copolymere d’AEMA requiert une étape finale de dépction des groupements amine en
milieu acide, dans un mélange 3M HCI/EtOAc. La dépetion est confirmée par la

disparition du signal dtert-butyle & 1,4 ppm etH RMN.

D’autres voies de synthése ont été proposées psupdlyméres comportant des
amines primaires. Par exemple, etecoll(2007)ont mis au point une approche permettant
la copolymérisation directe des monomeéres a bammide primaire par PRTA et RAFT
(He et al.2007, Readkt al.2010). Une série d’homopolymeres d’AEMA et de dgpwres
de PEGb-PAEMA de faibles IP (~ 1,1-1,4) ont été prépargescasucces par ces deux
approches. Par ailleurs, I'utilisation de cuivrenglda synthése des copolymeéres par PRTA
a généré certaines inquiétudes face a leur séquuité des applications chez I'humain.
Dans cette optique, Dong et Matyjaszewski (2008) @alisé la polymérisation du
DMAEMA par PRTA en présence d’activateurs auto-nggés par transfert d’électron, tels
gue le complexe étain(ll) 2-éthylhexanoate ou tlaciascorbique. Cette approche ne
nécessite pas de dégazer le milieu réactionnaljtridquantité de cuivre utilisée de plus
de mille fois et permet de préparer des polymeee®MAEMA dont I'lP est inférieur a
1,35 (Dong et Matyjaszewski 2008).

1.1. Synthése d’'une banque de polymeéres

Une banque de copolymeres cationiques d’AEMA etteltDMAEMA ayant entre
20 et 30 unités de répétition a été préparée pdrAPf@ableau 2.1). La composition des
copolyméres a été déterminée HARMN, par analyse élémentaire et par chromatogeaph
d’exclusion stérique (CES).
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Tableau 2.1. Banque de copolyméres cationiquesap@get leur caractérisation.

Compositiorf 'H RMN (D-0) Analyse CES Théorique®
Elémentaire
AEMA DMAEMA M, Densité Densité M, M, P lonisés Non
(g/mol)  d’amines’ d'amines ionisés
(mol /g) (mol /g) Mn Mn
x10° x10° (g/mol) _(g/mol)
20 7000 2,83 2,76 7000 6300
22 7400 2,95 2,73 6100 5500 1,11 7400 6600
23 7800 3,06 2,96 7500 7400 1,01 7600 6800
24 780( 3,0€ 2,94 640C 600( 1,0€ 780( 690(
25 8100 3,12 3,04 6300 6000 1,05 8000 7100
26 8200 3,16 2,99 6400 5700 1,13 8200 7200
28 860( 3,2E 3,1¢ 680C 620( 1,1C 860( 760(
31 9200 3,37 3,18 9200 8000
21 670C 3,1t 3,02 520C 610C 1,1¢ 660( 740(
24 7200 3,36 3,23 7100 7700 1,09 7100 8000
29 8000 3,77 3,60 6100 7400 1,21 8000 9000
8 6 5600 2,47 2,46 5300 5300 1,01 5600 5700
10 8 6400 2,82 3,35 6700 7200 1,07 6400 6400
13 11 7600 3,19 3,14 6400 6900 1,07 7400 7500
14 14 8200 3,41 3,27 7500 8300 1,10 8100 8200
15 10 7700 3,23 3,15 7000 6900 1,01 7600 7700
15 15 8700 3,55 3,38 8600 8500

& AEMA : aminoéthyle méthacrylate, DMAEMA : dimétimgminoéthyle méthacrylate

®La densité d’amine déterminée pat RMN représente le rapport de moles d'unités maériques sur
linverse de la M. La densité d’amine déterminée par analyse éléurenest obtenue en divisant la
composition massique en azop#p(%) par la masse molaire (MM) de I'azote (MM= 14 gljnLes calculs
sont basés sur I'hypothése que les polyméres isoldtscomplétement ionisés (MMwa™ o = 166,6 g/mol et
MM DMAEMA+ CI- = 193,7 g/mol)

“La caractérisation par CES des copolyméres d’AEMséaeffectuée sur la forme protégée des copolyneére
soit ceux contenant I'’AEMABoOC.

d_es calculs théoriques sont basés sur I'nypothéedes polyméres isolés sont complétement ionisésoa
ionisés (MMagmagoc = 201,3 g/mol et MMyyaema = 157,2 g/mol)

Le profil d’élution des copolyméres par CES se ci#dse par une distribution
unimodale du poids moléculaire (IP < 1,2) ainsi ugqu’déplacement du pic du
macroinitiateur a des masses moléculaires plugétewe qui confirme la synthése d'un
copolymere bloc. Des IP faibles, typiques de lattsyse par PRTA, ont été obtenus pour
I'ensemble des copolyméres cationiques. Le nomhurgtds monomeériques composant les
copolymeres a été estimé par le ratio des signas gfoupements méthyléne des
monomeres cationiques AEMA et DMAEMA (4,2 ppm; 26l 2,6 ppm; 2H,
respectivement) en fixant l'intégration des groupata methylene de l'unité de répétition
du PEG (3,6 ppm; 272 H). La figure 2.2 présentspectre'H RMN typique obtenu pour
le copolymere PEgg-b-PAEMA,.
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Figure 2.2. SpectrtH RMN du PEGg-b-PAEMA,,

La densité d’amines calculée 'H RMN a été corroborée par analyse élément
Néanmoins, les résultats de cette seconde technitiffierent |€égérement de ce
déterminés paiH RMN. Cette divergence de résultats pourrait s’explignaerle faitque la
présence de tracéedL affecte I'analyse élémentaire dopolymere ce quse traduit par
une sousestimation de la proportion massique d'azote de la densité d’amine
comparativement a celle déterminée 'H RMN. Cette différence peut égalemgprovenir
de l'incertitude entourant l'intgration des signaux de PEG et des monomeres su
spectreH RMN ainsi que par le réel degré d'ionisation dpalymére. En effet, la densi
d’amines du copolymére est calculée en assumantidation compléte du copolyme
cationique, ce qui tendsurestimer la densité d’amin€ette hypothese explique égalenr

la 1égére différence observée entre l¢, estimés patH RMN et ceux obtenus par CE

De cette banque, trois copolymeres cationiqguegtinsélectionnés pour la suite
projet: le PEGsb-PAEMA,, le PEGgb-PDMAEMAs et le PEGghb-P(AEMA;3-co-
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DMAEMA 13). Cette sélection repose sur une étude menéee yfeeddeet al. (2008) qui a
démontré que les propriétés physicochimiques deli®s sont optimales a un ratio
monomere cationique/oxyde d’éthylene inférieur &40,soit une densité d’amines
inférieure & 3,70 x I® mol/g pour une chaine de PEG de 3000 g/mol. L&éreintes

caractéristiques de ces trois polymeéres sont régodans le tableau 2.2.

1.2. Synthése des polymeéres utilisés dans la préparatioles micelles

Afin d’évaluer la charge réelle portée par les d¢pperes lors de la formation des
micelles, le degré d’ionisatiom) et le pk; des copolymeéres ont été déterminés par titrage
potentiométrique. D’aprés son degré d’ionisatian £ 0,33), le PEGb-PAEMA;,
présente, a pH 7.4, une densité de charge plusiiampe que le PE§gb-PDMAEMA 24 (o
= 0,22), ce qui pourrait se traduire par la formatde micelles plus stables. Selon une
étude menée par Jigt al. (2005), I'augmentation de la densité de chargeaépopar le
polymére permet d’accroitre la stabilité des comgdeformés avec un ON. En effet, la
quaternisation de I'amine tertiaire du DMAEMA leaipermis d’augmenter la stabilité de
polyplexes formés avec un ON. Ces résultats reafdr€¢hypothese que la densité de
charge supérieure du copolymere d’AEMA, comparatiset au DMAEMA, pourrait lui
conférer une meilleure capacité d’'interaction aM@&l et ainsi augmenter la stabilité des
micelles formées. Pour sa part, le REGP(AEMA;5-c0-DMAEMA ;) (o = 0,31)
présenterait des propriétés intermédiaires en tedmestabilité entre les copolyméres

d’amines primaires et d’amines tertiaires.

Le titrage potentiométrique montre que le ki PEGg-b-PDMAEMA 5 (pKa ~
6,54) est Iégerement inférieur a celui du BEGP(AEMA13-co-DMAEMA 11) (pK4 ~ 6,80)
et du PEGs-b-PAEMA;4 (pKa ~ 6,89) ce qui est en accord avec le caractere hsique
des amines tertiaires. Comparativement, les, pKoyens des homopolyméres de
PDMAEMA et de PAEMA sont de 7,4 et de 7,5 respestient (van de Weteringt al.
1999, Thompsoeet al.2008), soit 1,06 et 0,61 unité de ke plus que nos copolymeéres de
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PEG. Cette différence est dautant plus importaldesque le pK du PEGgb-
PDMAEMA ;5 est compareé a celui du monomere DMAEMA (pKa ~ 8/@n de Wetering

et al. 1999). Tel que rapporté pour la premiére fois Paadny et al. (1987), cette
diminution du pK, est attribuée a la variation du degré d’ionisatles groupements amines
en fonction de leur microenvironnement. En effet,proximité de plusieurs fonctions
amines aurait pour effet de diminuer le g de déplacer I'équilibre acido-basique vers la
neutralité. Ce phénomeéene a également été mis @er®e par Van de Weterirgg al.
(1999) qui ont rapporté une diminution du pKa deeds dérivés homopolymere de
méthacrylate d’amino(alkyle) et de méthacrylamidenparativement a leur monomeres

respectifs.

Tableau 2.2. Caractérisation des copolymeres dgtiea sélectionés

Copolymeres$ CES H RMN Analyse élémentaire Titrage
potentiométrique
Masse molaire MS  Densité Azote Densité pKa Degré
d’amines’ d’amines’ lonisation
Mhn M, P (mol/g) (% p/p) (mol/g) (a=05) pH74
x 1C x 1¢3
PEGgg-b- 7100 7700 1,05 7200 3,36 4,52 3,23 6,89 0,33
PAEMA ,,4
PEGgg-b- 6300 6000 1,05 8100 3,12 4,26 3,04 6,54 0,22
PDMAEMA 55
PEGgg-b- 6400 6900 1,07 7600 3,19 4,39 3,14 6,80 0,31
P(AEMA 15-cO-
DMAEMA 4,)

%Les copolymeres sont représentés comme suit ;, BEGAEMA,-b-DMAEMA ;) ou x représente le nombre
d’'unités de répétition de la chaine de PEG, y alme d’unités de répétition AEMA et z le nombreritas
de répétition DMAEMA.

®La caractérisation par CES des copolyméres d’AEM&éaeffectuée sur la forme protégée des copolymére
soit ceux contenant I'AEMABoOC.

°La densité d’amine déterminée p4t RMN représente le rapport de moles d’unités magrigmes sur
linverse de la M. La densité d’amine déterminée par analyse élémrenest obtenue en divisant la
composition massique en azofgp(%) par la masse molaire (MM) de 'azote (MM= 14ngl). Les calculs
sont basés sur I'nypothése que les polyméres isoldtscomplétement ionisés (MMwa' o = 166,6 g/mol et
MM DMAEMA+ c =193,7 g/mOl)

d_e degré d'ionisation représente le ratio d’amipestonées & pH 7,4 sur le nombre total d’aminesecnres
dans le copolymere.
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L’analyse de la courbe de titrage des trois copélas révele également la présence
d’'un plateau autour de la neutralité, soit entrgobinde 6 et 8, ce qui confirme le caractere
tampon de ces copolymeéres cationiques (figure £8)xaractéere tampon serait responsable
du potentiel endosomolytique des copolyméres derde méthacrylate d’amino(alkyle)
selon un mécanisme d’ « éponge a proton », comigadatelui attribué au PEI et PAMAM
(van de Weteringet al. 1999). Toutefois, de récentes études ont suggéedagcapacité
tampon du PDMAEMA est insuffisante pour induire wéstabilisation de la membrane
endosomale (Woet al. 2009, You et Auguste 2010). En effet, You et Augy2010) ont
démontré que la capacité tampon du PDMAEMA dimihsignificativement lorsque le pH
était inférieur a 6,0. Conséquemment, le pouveip@n du polyplexe de PDMAEMA/ON
ne serait optimal qu’'au début de la formation dmpartiment endosomal, soit avant la
formation de I'endosome mature, et le polyplexeposséderait qu'une courte période de
temps pour s’échapper de I'organelle cellulaire (¥ Auguste 2010). Par ailleurs, Jones
et al. (2004) ont montré que le PDMAEMA induit un changetgans la morphologie du
compartiment endosomal/lysosomal a la suite deefiralisation cellulaire de complexes
de PDMAEMA/ON mais ne déstabilise pas physiquemanmembrane endosomale.
Conséquemment, l'addition d’'un copolymere endosgtigple au vecteur, tel que le
P(MAAsg-co-EA4-cO-BMA 1), est essentielle afin d’assurer la libérationveateur et de

sa cargaison vers le cytoplasme de la cellule.
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Degre dhomisation

Figure 2.3. Titrage potentiométrique des copolymérEGgb-PAEMA,,(M),PEGg-b-
PDMAEMA 25 (®) et PEGg-b-P(AEMA3-co-DMAEMA 13) (A).

2. PREPARATION ET CARACTERISATION DES MICELLES
POLYMERES

Le deuxieme objectif de ce projet était de mettrgpaint la préparation de PICMs
incorporant ou non un copolymeére anionique ayactf@acité de déstabiliser la membrane
endosomale, soit le P(MA#Co-EA4-co-BMA 1) (Yessineet al. 2003). A cette fin, les
propriétés physicochimiques de PICMs ternaires (mmé@es de copolymeére
cationique/ON/copolymére anionique) ont été etwliée comparées a celle de PICMs
binaires (composées de copolymere cationique/ONgdition du P(MAAse-Co-EA40-CO-
BMA1p) aux micelles permet de conférer un caractére gisible au systéme et de
promouvoir la déstabilisation de la membrane endhade. Ainsi, en milieu acide, la
protonation des groupements d’acide carboxylique @iAAsy-co-EA4-co-BMA 10) induit

un changement de conformation au copolymere. Qaeadgrasse d’'une structure linéaire a
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globulaire hydrophobe ce qui causerait la dissmriates micelles et déstabiliserait la

bicouche lipidique de la membrane endosomale @@u4) (Yessinet al.2007).

7 pHTA Ty
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%% _ S S
ﬂ\_/—-‘m ‘ﬁ%} -_?’:‘b
Copolyvmere Copolvmere Acide
cationique anionique nucléique

Figure 2.4. Formation des micelles polyioniquesdaes et mécanisme de libération du
matériel génétique. Schéma adapté de Yesgiak (2007).

Le ratio molaire azote/phosphate (N/P) est I'un pasametres critiques affectant
les propriétés physicochimiques des PICMs. Darmsatedes PICMs ternaires, le ratio se
définit par N/(P+COOH), soit le rapport molaire dgerines du copolymeére cationique sur
la somme des phosphates de I'ON et des acidesxggichees du copolymere P(MA#-co-
EA4-c0-BMA 10). Ainsi, le ratio idéal représente la proportiorolare en copolymere
cationique et en polyanion qui permet dobtenir (Bs propriétés physicochimiques
optimales,i.e. un IP minimal, une intensité maximale de la diffasde la lumiére et un
petit diametre hydrodynamique, (2) une incorporatomplete du matériel génétique au
sein du vecteur et, (3) une haute stabilité codlll@@ddes complexes. Les propriétés
physicochimiques des PICMs binaires et ternairegeames de tailles, IP, stabilité et taux
d’'incorporation de l'acide nucléique ont été évakiéen fonction des ratios N/P et
N/(P+COOH), respectivement. Dans le cadre de &ttde, 'ON modele utilisé dans la

préparation des complexes était 'ON ISIS 35210QMN+PS antisens de 20 paires de bases
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dirigé contre 'TARNmM codant pour la protéine kina€ealpha (PKCa) des cellules
tumorales (cancer de la prostate, des poumonssedailes) (Deaet al. 1994, Geigeket al.
1998).

2.1. Micelles binaires

Le ratio N/P idéal pour des PICMs binaires, soi ddcelles composées uniquement du
copolymere cationique et de 'ON, a été dans umpe temps établi pour chacun des
copolymeres cationiques. A cette fin, une quamtitéssante de copolymére cationique a été
ajoutée a une solution d’'ON et les propriétés ¢ddes des micelles ont été mesurées par
diffusion de la lumiere en mode dynamique (DLD)éspchaque addition. La figure 2.5
présente la variation des propriétés colloidalesrdieelles en fonction du ratio N/P pour
chacun des copolyméres cationiques. Le ratio Néalid été évalué a 1,5 pour les trois
copolymeéres cationiques. A ce ratio, des micellegetite taille (entre 35 et 65 nm), de
distribution monomodale (IP < 1,3) et d’intensit ld lumiere diffusée maximale ont été
obtenues. Plus particulierement, les micelles d’AEptésentent une taille supérieure aux
micelles de DMAEMA, ce qui suggére que la naturegdoupement amine influence les
interactions avec I'ON. Ceci peut s’expliquer pa présence de ponts hydrogene
supplémentaires entre 'amine primaire et I'acidel@ique qui renforceraint I'interaction
entre 'AEMA et I'ON ce qui augmenterait I'hnydropbie des chaines neutralisés et
conduirait & la formation de micelles de rayon laggnamique plus grand. A linverse, la
présence des groupements méthyle sur I'amine itergcombrerait I'interaction entre le
DMAEMA et 'ON. De plus, l'intensité de diffusion aximale observée a ce ratio suggere
gue toutes les chaines de copolyméres participdat farmation des micelles et qu’'un
nombre maximal de complexes est formé, ou que ieslles formées ont une taille plus
importante. Par exemple, 'augmentation d’'intendigéla lumiere diffusée des micelles de
PEGs-b-PAEMA,,4 corrobore avec une augmentation des tailles deplexes en fonction
du ratio N/P. En effet, la neutralisation progressdes charges par I'ON induit une

augmentation de I'hydrophobicité du AEMA et done, ld taille des complexes résultants.



Ces resultats sont en accord avec les études phaugtives précédemment publiées par

Dufresneet al(2008).
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Figure 2.5. Effet du ratio molaire N/P sur le diaraéhydrodynamique moyene)(

l'intensité de la lumiére diffuséeA() et I'lP (m) de micelles binaires de (A) Pks&b-

PAEMA,,;, (B)
Moyenne £ ET (n=3).

PEGs-b-PDMAEMA,s,  (C)

PEGg-b-P(AEMA3-co-DMAEMA 19).
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2.2. Micelles ternaires

Un ratio N/COOH préliminaire a été d’abord détergnien absence d’ON par la
formation de micelles binaires entre les copolymérationiques et le P(MA#-CO-EA4¢-
co-BMA 10). Une quantité croissante du copolymere P(MAO-EA4-CO-BMA ) a été
ajoutée a une solution de copolymere cationiquénétnsité de la lumiere diffusée, I'lP et
le diamétre hydrodynamique des micelles ont éteumdespar DLD apres chaque addition.
Un profil représentatif obtenu pour le polymere REGPAEMA,, est présenté a la figure
2.6. Tel qu'observé pour les micelles binaires dgotymere cationiqgue/ON, une intensité
maximale et un IP minimal sont observés en fonctimne augmentation du ratio
N/COOH. Ainsi, les ratios N/COOH idéaux ont étébétaa 1,3 pour les micelles de PG
b-AEMA 4, a 1,5 pour les micelles de Pg®B-PDMAEMA s et 1,4 pour les micelles de
PEGsg-b-P(AEMA13-co-DMAEMA 1) (figure 2.7). Contrairement aux PICMs binaires de
copolymere cationique/ON, dont les tailles varigglbn la nature du copolymere cationique
(entre 65 et 35 nm) (figure 2.7 a), les micellescdpolymere cationique/P(MAg-Cco-
EA40-cO-BMA 10) présentent des tailles constantes, inférieure2& nm (figure 2.7 b). Ces
résultats pourraient s’expliquer par une plus fareeraction entre les copolymeres
cationiques et le P(MA&-co-EA40-cO-BMA 1) comparativement a I'ON ce qui se traduirait
par une condensation plus efficace et un cceur phdie plus dense. Cette différence
d’interaction résulterait, en partie, de la conitibn additionnelle des blocs d'EA et de
BMA a I'hydrophobie du P(MAAy-co-EA4-CO-BMA 1) et a la condensation du coeur de la
micelle. De plus, a un pH physiologique, le copadyende P(MAAy-Cco-EA40-cO-BMA 10)
(PKa= 7,3 ;0 = 40 %) et les copolyméres cationiques de DMAEMAwed’AEMA ne sont
gue partiellement ionisés de sorte que des liaibgdsogenes entre les fonctions amine et
acide carboxylique seraient également impliquersdanformation des complexes. Cette
hypothése est soutenue par les travaux de Feldstem. (2009), qui ont étudié le
mécanisme d’interaction intermoléculaire de compéex de P(DMAEMAeo-
méthylméthacrylate (MMAEo-BMA) et de P(MAAco-EA). Ces travaux ont mis en
évidence la participation de liaisons hydrogéneectd DMAEMA et le PMAA dans la

formation du polyplexe.
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Figure 2.7. Distribution moyenne du diametre hygramique de micelles binaires de
PEGg-b-PAEMA,s (——), PEGgb-PDMAEMALs (- - - -), PEGgb-P(AEMAs5co-
DMAEMA 17) (7 ) avec ON (A) ou avec le copolymere P(M&4A0-EA40-cO-BMA 10)
(B). Les micelles ont été préparées a leurs rati®set N/COOH idéaux respectifs.

Les micelles ternaires ont été obtenues en ajoudant’ON aux micelles de
copolymere cationique/P(MA#-co-EA4-Co0-BMA 10) préformulées a leur ratio N/COOH
idéal. Le ratio idéal final N/(P+COOH) du systenmernaire a été obtenu lorsque la
composition des micelles en ON a atteint un maxindanl0 % ff/p) de la composition
massique des micelles, soit 20 #o{/mo) de la quantité molaire totale de (P+COOH)
(Figure 2.8). Lors de l'addition de 'ON aux miasl de PEg-b-PAEMA,/P(MAAs5s-CO-
EA4-c0-BMA 1), une diminution de I'lP (de 0,11 a 0,07) et ungraentation de l'intensité
de la lumiére diffusée (de 79 kilocoups (kcps) 8 k@ps) ont été notées. Ainsi, I'addition
d’ON aux micelles préformées permettrait de neiseall’excés de charges positives du
copolymere cationique et favoriserait la condeonsatu coeur hydrophobe des micelles.
Une tendance similaire a été observée pour leslyiopoes de PEgg-b-PDMAEMA 5 et
de PEGgb-P(AEMA;3-c0-DMAEMA 1;). Le ratio N/(P+COOH) idéal pour chacun des
copolymeres a été établi a 1,14 pour les PICMsaters de PEg-b-AEMA 2/P(MAAs5-
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CO-EA4¢-c0-BMA 10)/ON (61/29/10 %p/p), 1,10 pour le PEgg-b-PDMAEMA 25/P(MAA5y-
CO-EA4-C0-BMA 10)/ON  (62/28/10 %p/p) et 1,24 pour le PEf{gb-P(AEMA;3-co-
DMAEMA 11)/P(MAA5-CO-EA4-cO-BMA 10)/ON (64/26/10 %p/p). En somme, a un pH
physiologique, des PICMs ternaires de petite t&H#l&0 nm) et présentant une distribution

de taille unimodale (IP < 0,1) ont été obtenueguft 2.8).
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Figure 2.8. Effet d'une addition séquentielle d'Gi le diametre hydrodynamique moyen
(#), lintensité de la lumiere diffuséeA() et I'lP (m) de micelles ternaires de PEkfh-
PAEMA,,. La concentration en ON est exprimée en pourcentagjaire d’ON par rapport
a la quantité molaire totale de groupements iohésasnioniques (P+COOH)). Moyenne +
ET (n=3).

L’'ordre d’addition des composantes s’est avére @trgparamétre influant sur les
propriétés colloidales du systéme ternaire (tab®38y En effet, la taille et I'lP optimaux
ont été obtenus lorsque 'ON était additionné apadsrmation des complexes binaires de
PEGsg-b-PAEMA,4/P(MAAsr-CO-EA4-cO-BMA 1g). En effet, I'addition du P(MAAg-co-
EA40-cO0-BMA1g) a des micelles préformulées de REGPAEMA,,/ON engendre une
augmentation de I'lP (0,253) et du diametre (47.Agddition d’'une importante quantité

de charges négatives provenant du copolyméere PE#SAEA,-cO-BMA 1) pourrait
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conduire a une légére déstabilisation des micalePEGsb-PAEMA,, préformées et
expliquerait l'augmentation de la taille et de I'lRRfin d'établir un seul protocole
expérimental pour la préparation des complexesate® pour la suite du projet, 'ON a
dorénavant été ajouté aux micelles de copolymesmniques/P(MAA-CO-EA40-CO-
BMA 10) préformées.

Tableau 2.3 Influence de l'ordre d’addition des posantes sur les propriétés colloidales
de micelles ternaires de PEh-PAEMA ..

Ordre d’addition aDiamétre  °IP dntensité de la lumiére
(nm) diffusée (Kcps'
PEGgg-b-PAEMA 54 + ON + P(MAAy-CO-EA 4-CO-BMA 1) 47 0,379 253
PEGgg-b-PAEMA ,4 + P(MAA5-CO-EA 4-CO-BMA 10)+ ON 24 0,058 148
P(MAA 54-c0-EA 4-cO-BMA 1)+ ON + PEGs;g-b-PAEMA ,,4 25 0,076 170

?Les micelles ternaires ont été préparées & un Kd(R+COOH) de 1,1. L'ON représente 10 pgpf de la composition
massique des micelles de PB-PAEMA,/ P(MAAs5y-co-EA,-cO-BMA 1) /ON, soit 20% de la quantité molaire totale
de groupements ionisables anioniques (P+COOH).

3. CARACTERISATION DE L 'INCORPORATION D 'ACIDES

NUCLEIQUES DANS LES MICELLES

L’effet du ratio N/(P+COOH) sur le taux d’'incor@ion de 'ON dans les PICMs
ternaires a été mis en évidence par gel délectngige (figure 2.9). La disparition
progressive de la bande de I'ON libre lors de lrmegtation du ratio N/(P+COQOH)
confirme la formation de PICMs ternaires. L'entiéneorporation de l'acide nucléique
dans les micelles a lieu a partir d'un ratio N/(X@H) proche de la stoechiométrie et
semble étre influencée par le degré d’ionisation I'denine. Ces observations sont
cohérentes avec les résultats de Resehal. (2002) qui a évalué l'effet de la nature des
groupements amines sur l'incorporation d’'un ADNsphidique. Selon cette étude, 'ADN

plasmidique était complétement incorporé dans lesiptexes binaires de PAEMA,
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poly(méthacrylate de 2-(triméthylamino)éthyle) (PAEMA) et PDMAEMA a des ratio

N/P qui tendent vers la stoechiométrie. Plus paréoement, des ratios N/P de 0,90, 0,93
et 0,96 ont été rapportés pour les micelles de PAERMTMAEMA et PDMAEMA,
respectivement. D’autre part, les micelles tersaide PEGs-b-PAEMA,4 incorporent
entierement 'ON dés un ratio N/(P+COOH) de 0,716rsaque I'incorporation entiere de
I'ON pour les micelles ternaires de P&®-PDMAEMA 25 ou de PEGs-b-P(AEMA;3-co-
DMAEMA ;) est observée a partir d’'un ratio de 1,0. Cecioedtérent avec le degré
d’ionisation supérieur des copolymeéres d’aminesaities ¢ = 0,33) comparativement aux
copolymeres de PEGb-PDMAEMA,s (00=0,22) et PEgb-P(AEMA;s-CcO-
DMAEMA 17) (o = 0,31). Cette densité de charge plus grande peaieine meilleure
interaction et incorporation du polyanion au sesramicelle, telle gu’anticipé a la section
1.2. Conséquemment, moins de copolymeére est requisassurer la complexation totale
de I'ON, ce qui se traduit par un ratio N/P plubli@ Cette observation est en accord avec
les résultats de Rungsardthoet) al. (2003) qui ont démontré l'influence du degré
d’ionisation de 'homopolymére de PDMAEMA sur I'efacité d’incorporation d’'un ON.
Cette étude démontre une corrélation directe ¢langmentation du degré d’ionisation du
polymére et I'efficacité d’incorporation de 'ON aein de la micelle. Une incorporation
entiere de 'ON était également observée a dessratoechiométriques (Rungsardthatg
al. 2003).

A) B) )
ratio de N/(P+C OOH) ratio de N/(P+COOH) ratio de N/(P+COOH)
ODN ODN —— ~ . - - ODN - ~
libge 325 050 075 10 15 20 fipge 025 050 075 L0 L5 20 g 025 050 075 10 15 2.0

Figure 2.9. Gel d’acrylamide (4-20%) en conditiodndturante de PICMs ternaires de
PEGgb-PAEMA,4 (A), PEGgb-PDMAEMA,s (B), et de PEG-b-P(AEMA;3-cO-
DMAEMA 1)) (C), préparées a un ratio de N/(P+COOH) varian® a5 a 2,0.
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Il est possible de convertir le ratio molaire N/GBOH) en ratio de charge (+/-) en
fonction du degré d’ionisation des copolymeres. shifa neutralisation compléte des
charges (ratio +/- = 1) se produirait a un ratiéotfique N/(P+COOH) de 2,5 pour les
complexes de PEfb-PAEMA,, a 3,8 pour le PESgb-PDMAEMA s et a 2,7 pour le
PEGg-b-P(AEMA;5-c0-DMAEMA 1;). La divergence entre les valeurs du ratio
N/(P+COOH) théoriques et celles observées expétatament (figure 2,9) peut étre
expliquée par une protonation plus efficace desnamiors de leur complexation avec
'ON. En effet, lionisation de I'électrolyte faibl est induite lors de la formation d’'un
complexe polyionique entre un électrolyte faiblei (lamine) et fort (ici le groupement
phosphate de I'ON). Cette ionisation est due artximité de groupements voisins qui
facilite la neutralisation de paires de charge gpgpo De méme, la neutralisation des
charges confére au complexe une stabilité accruéderisant les forces ioniques répulsives
et en augmentant I'entropie du systéme suite @clement des contre-ions dans le micro-
environnement (Kabanoet al. 2003, Wakebayashet al. 2004). Par ailleurs, I'effet de
proximité peut également affecter le degré diomisa des acides carboxyliques du
P(MAAsg-co-EA4-cO-BMA 10). En effet, Feldsteiet al (2009) ont démontré que les fortes
interactions électrostatiques entre un polycatiedrP(DMAEMA-co-MMA-co-BMA) et un
polyacide, tel que le P(MAA&O-EA), induisent une modification du degré d’'ionisatdes

groupements acide carboxylique.

Afin de confirmer les résultats observés sur gal,essai de complexation a été
effectué avec le bromure d’éthidium (BrEt), un aggm émet une fluorescence lorsqu’il
s’intercale entre les bases de I'ON (Oightial. 2006). Une diminution progressive de
l'intensité de fluorescence du BrEt a été obsemmeéonction de 'augmentation des ratios
molaires N/(P+COOH), ce qui correle avec une nés#t@on des charges de I'ON et la
formation progressive des micelles (Wakebayahal. 2004). En effet, I'ON, une fois
complexé au copolymere cationique et incorporé dansceur micellaire, n'est plus
accessible au BrEt, ce qui se traduit par une ditian de la fluorescence. Le profil

d’intensité de la fluorescence en fonction deosatnolaires N/P et N/(P+COOH) pour des
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PICMs binaires et ternaires a été établi pour ahates copolymeres cationiques (figure
2.10). L'intensité minimale a été observée a paltin ratio stoechiométrique (N/P = 1 et
N/(P+COOH) = 1) pour les deux systemes micellagte®us les copolymeéres cationiques.
Ces résultats confirment que tous les polymereorpmcent 'ON a des ratios

stoechiométriques, mais qu’aux ratios sous-optimdexpolymére PEg-b-PAEMA,,
intéragit plus efficacement avec 'ON.

A) B)

100 4,
80 -
60 -
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Fluorescence (%)
Fluorescence (%)

00 0.5 10 15 20 0.0

Ratio N/P Ratio N/(P+COOH)

Figure 2.10. Fluorescence du BrEt lors de lincogtion de 'ON dans les micelles
binaires (A) et ternaires (B). Les micelles bingiet ternaires ont été préparées a partir des
copolymeres de PEGb-PAEMA,,(M), PEGsb-PDMAEMA,s(A) et de PEGgb-
P(AEMA;3-co0-DMAEMA 1;) (®). La contribution de 'ON représente 10 %p/f) de la

composition massique des micelles ternaires de lpmgoes cationiques/ P(MAgco-
EA40-CO-BMA 10) /ODNs. Moyenne + ET (n=3).

Afin d’étre des vecteurs adéquats pour la thérggeique, les micelles doivent
maintenir leur intégrité et protéger leur conterursdu’elles se retrouvent dans la
circulation sanguine, mais doivent toutefois pouveé dissocier afin de libérer leur
cargaison une fois le site d’action atteint. Aimaistabilité des PICMs face a la dissociation

a éete etudiée en présence d’'un polyanion préserst ldacirculation sanguine, I’héparine.
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Une concentration croissante d’héparine a été @goat des PICMs binaires et ternaires
préparées aux ratios N/P et N/(P+COOH) idéauxaetéssibilité de 'ON a été évaluée par
la fluorescence du BrEt, tel que décrit précédentr(fegure 2.11). La déstabilisation des
PICMs et I'expulsion de 'ON provoquées par I'héparse traduit par une augmentation de
la fluorescence du BrEt. Les résultats montrentug@’ plus grande intensité de
fluorescence est obtenue pour les micelles de PEBDMAEMA,s (40 %)
comparativement a celles de Pig6-P(AEMA;3-co-DMAEMA 1) (20 %) et de PEggb-
PAEMA,, (7%). Cette tendance est observée pour les deuw&nsgs micellaires, soit les
PICMs binaires et ternaires. Ceci suggére une biéistdion plus facile des micelles
composées d’amines tertiaires et renforce I'hypmehee Rungsardthorgg al. (2003) d’une
interaction plus forte entre 'ON et les amineshmires. En effet, une densité de charge
plus importante sur le polycation offrirait de plastes interactions électrostatiques avec le
polyanion. De plus, on constate que la variatiofiideensité de la fluorescence en fonction
de la nature du copolymeére cationique est beaucnoims marquée pour les micelles
ternaires (figure 2.11.a) que les micelles binaffigsire 2.11.b). La présence du P(M&A
co-EA40-c0-BMA 1) contribuerait a augmenter les forces hydrophalbesoeur des micelles
et ainsi participerait a la stabilisation des me=l Il est toutefois possible de conclure, que
pour les deux systemes (binaire et ternaire), IBgB-PAEMA,, produit des micelles plus

stables que les copolymeres possédant des groutsed@mines tertiaires.
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Figure 2.11.Fluorescence du BrEt générée suite a I'additiorepniine a des micell¢
binaires (A) et ternaires (B). Les micelles bipaiet ternaes ont été préparées a partir
copolyméres de PEgg-b-PAEMA,; (M), PEGgb-PDMAEMA,s (A) et de PEGsb-
P(AEMA,3-co-DMAEMA 1;) (®), avec une méme concentration molaire d’ON.
contribution de I'ON représente 10 9/p) de la composition massique des elles
ternaires. L'intensité de fluoresce est corrigée @pport a l'intensité du BrEt nc

complexé. Moyenne + ET (n=

4. EFFET DE LA NATURE DE L’ACIDE NUCLEIQUE SUR LA

FORMATION DES MICELL ES

Au cours des dernieres années, plusieurs modditatthimiwues ont été apportées
aux acides nucléiques afin d’accroitre leur stebgi leur affinité pour leur cible ainsi q
pour parfaire leur mécanisme d'action. Cependdngst possible que ces variatic
structurales affectent les propriétés physicochies des PICMs. Nous avons donc étt
I'effet de la nature de l'acide nucléique sur lesppiétés physicochimiques de mics

binaires et ternaires préparées a partir d’ONsrdeigre et de troisieme générations,
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méme qu’un pARNI. Les séquences d’acides nucléiquediés sont présentées au tableau
2.4 (notez que 'ON-P et le FANA ont la méme segagn

Tableau 2.4. Caractérisation des acides nucléiguekes

Acides Caractéristique Cible Séquence

nucléiques

ON ON phosphorothioate PKC-u. 5-GTTCTGGCTGGTGAGTTTCA-3’

(ISIs 3521) 20 bases nucléotides

FANA 2'-fluoro arabino BCI-2 5'-fa(CAA)d(CGT)fa(TTC)d(GGA)fa(CCG)d(TAT)fa(TC)-3’
21 bases nucléotides

ON-P ON phosphothioate de BCI-2 5-d(CAACGTTTCGGACCGTATTTC)-3’
séquence analogue au
FANA

21 bases nucléotides

PARNI Double brin d’ARN Luciférase 5-GCUUGAAGUCUUUAAUAALt-3’
32 bases nucléotides 3'-ggCGAACUUCAGAAAUUAAUU-5'

Les propriétés physicochimiques des PICMs binategrnaires préparées a partir
de ces acides nucléigues sont comparées au taBlBa®Wn constate que la nature de
l'acide nucléique influence de facon plus marquese propriétés colloidales des PICMs
binaires que des PICMs ternaires. En effet, desvBI@rnaires de tailles variant entre 26
et 33 nm (IP < 2,0) et présentant une distributientaille unimodale ont été obtenues
indépendamment de la nature de I'acide nucléigalgldau 2.5). Une faible variation des
propriétés physicochimiques des micelles suivaatidition de l'acide nucléique était
attendue puisque la proportion en acide nucléiqgsemdicelles ne correspond qu'a 10 %
(p/p) et que le matériel génétique a été ajouté auxellag binaires de copolymere
cationique/ P(MAAy-Co-EA40-Co-BMA 1) préformulés.

Plusieurs paramétres affectent les propriétés idalles des micelles, tels que la
flexibilité de la chaine -cationique, la structurdnincique de I'acide nucléique,
I'hydrophobicité et la densité de charge (Sundagaml. 2007). Par exemple, Sundaram et
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al. (2007) ont démontré que la nature de 'ON iaflce les propriétés physicochimiques
des complexes de PEI. Bien que la densité de chdhge ON-PS et d'un ON
phosphodiester (ON-PO) soit similaire due aux gemugnts phosphates, leurs résultats
démontrent que I'hydrophobie supérieure de I'ON{B\®rise davantage son interaction
avec le PEI et influence également la taille denplexes (Sundaramt al. 2007). Dans le
cas des PICMs binaires, des tailles plus importamiet été obtenues avec le FANA
comparativement aux ONs-PS (ON ISIS 3521 et 'ONt&pleau 2.5). La substitution de
'ON-PS par le FANA semble influencer d’avantagetdéle des micelles dAEMA que
celles de DMAEMA. En effet, une augmentation de 2¥#84a taille des micelles ON 3521/
PEGss-b-PAEMA,, (65 nm) comparativement aux micelles FANA/REG-PAEMA,,4 (90
nm) est observée (tableau 2.5). Toutefois, la tiariades tailles est moindre pour les
micelles de FANA/PE&-b-PDMAEMA 5 (~ 6%). L'influence des tailles des PICMs peut
étre attribuée a une plus grande hydrophobie duA-Abimparativement a celle de 'ON-
PS. De plus, la formation de ponts hydrogénes sapghtaires entre le groupement fluor
du FANA et les groupements amines du copolymer®mgtie renforcent linteraction
entre 'ON et le polymeére et rend les chaines adigées plus hydrophobes. Ainis, la
combinaison de ces effets contribuent a diminueralgon de courbure a linterface
cceur/couronne (diminution de linterface du domdigdrophobe/hydrophile) et induit une

augmentation de la taille des micelles.

Des tailles de prés de 100 nm et des IP supéré&e@r® ont été observées pour les
PICMs binaires préparées avec un pARNi (tableay.D® plus, les distributions de tailles
étaient polymodales pour des complexes préparés @mveexces de charge négative ou
positive. Konget al. (2009) ont suggéré que l'efficacité de condengsatio pARNI et les
propriétés physicochimiques des PICMs qui en réstikont influencées par la flexibilité
moindre du pARNI, comparativement au simple briARIN. Dans notre cas, la rigidité du
PARNI pourrait nuire & sa complexation dans le cades micelles, entrainant une

augmentation de la taille des PICMs.
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Tableau 2.5. Effet de la nature du matériel génétigur les propriétés colloidales des
PICMs binaires et ternaires.

Copolymeére Diametre (nm) [IP]
Aucun acide ON 3521 FANA ON-P PARNI
nucléique®
MICELLES BINAIRES °(sans IeP(MAAsx-Co-EA40-CO-BMA 1))

PEGsg-b-PAEMA 54 * 65[0,15] 90[0,17] 59[0,15] 94[0,25]
PEGee-b-PDMAEMA 2 * 35[0,13] 33[0,13] 28[0,12] 101[0,31]
PEGsg-b-P(AEMA 15-co-DMAEMA 1,) * 52[0,14] 80[0,16] 45[0,14] 76[0,28]
PEG1157b-PAEMA 55 * 21[0,13] 56[0,15]  28[0,13]
PEG115b-PAEMA 11 * 21[0,17] 22[0,16] 22[0,17]
PEG115b-PDMAEMA 25 * 26 [0,10] 29[0,12] 28[0,12]
PEG;15b-PDMAEMA 3 * 28 [0,20] 23[0,16] 22[0,14]

MICELLES TERNAIRES " (avec leP(MAAso-CO-EA;-CO-BMA 1))

PEGee-b-PAEMA 5 23[0,10] 26[0,10]  27[0,13]  26[0,14] 28[0,17]
PEGoe-b-PDMAEMA 5 21[0,20] 29[0,14]  33(0,13]  29[0,15] 32[0,20]
PEGee-b-P(AEMA 1-co-DMAEMA 1)) 23[0,12] 27[0,12]  260,16]  27[0,15] 29[0,21]

#Les micelles binaires ont été préparées a unmagiaire N/P de 1,5.

® es micelles ternaires de PRG-PAEMA,, et de PEG-b-PDMAEMA 5 ont été préparées a un ratio
N/(P+COOH) de 1,1 alors que les micelles ternaides PEGh-P(AEMA;-co-DMAEMA ;;) ont été
préparées a un ratio N/(P+COOH) de 1,2. La cortibhude I'ON représente 10 %/f) de la composition
massique des micelles ternaires.

‘Les analyses ont été effectuées avant I'ajout aleide nucléique. Le ratio N/COOH était de 1,30 pesr
micelles de PEg-b-PAEMA,, et de 1,4 pour les micelles de PEG-PDMAEMA,s et de PEG-
P(AEMA3-co-DMAEMA p,).

*Les copolyméres sont présents sous forme d’unisn@nesolution et ne s’auto-assemble pas.

Afin d’évaluer l'influence de la couronne hydroghsur la formation des micelles,
des PICMs binaires ont été préparées a partir dapolymere cationique dont la chaine
hydrophile est constituée de 113 unités monomesigliexyde d’éthylene (5000 g/mol),
soit le PEG13b-PAEMA,5 et le PEG:3b-PDMAEMA 5. En diminuant le ratio monomére
cationique/oxyde d’éthyléne, il a été possible dmtver que les tailles des micelles
binaires de FANA ainsi que I'lP diminuent. En efféaugmentation de I'encombrement
stérique engendré par des chaines de PEG plus weluses (plus longue) contraignent les
micelles a adopter une conformation permettant drimmser I'espaces entre ces chaines

ce qui donne lieu a des micelles de plus petitie @ ufresneet al. 2008). Plusieurs études
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ont rapportées une tendance similiare pour des lexep polyélectrolytes (Gloddet al.
2006, Adamset al. 2008, Dufresneet al. 2008, De Martimpreyet al. 2009). En outre,
lorsque le segment cationique passe de 11 a 2&sudtat répétion (soit une augmentation du
ratio monomére cationique/ oxyde d'éthyléne), idetales micelles binaires de FANA et
d’AEMA ou de DMAEMA augmente de 22 nm a 56 nm et2@ea 29 nm, respectivement.
Pour sa part, I'lP passe de 0,15 a 0,16 et de®d46 pour les mémes micelles binaires
d’AEMA et DMAEMA, respectivement. Une tendance daite a été observée pour les
micelles binaires d’'ON de premiére génératioa ON 3521 et ON-P). Finalement, il est
possible de noter que les propriétés colloidales decelles binaires de PEk&b-
PDMAEMA s sont moins affectées par la nature de I'acideéigok que les micelles de

copolymeres d’amine primaire.

D’autre part, l'effet de la nature du matériel ginée (pARNi) sur son
incorporation dans les micelles binaires et tegsam été étudié. Pour ce faire, le taux
d’'incorporation de pARNi dans les PICMs binairestetaires a été évalué par gel
d’électrophoreése a des ratios molaires croissamtsl/@ et N/(P+COOH), respectivement
(figure 2.12). L'augmentation des ratios molairet earactérisée par une atténuation
progressive de la bande du pARNi libre, ce quieasaccord avec la formation progressive
des micelles. Ces résultats sont comparables aat#erus pour 'ON ISIS 3521 présenté
a la figure 2.9. L'entiere incorporation du pARMNi produit a des ratios molaires N/P et
N/(P+COOH) de 1,5 et 1,25 respectivement. Ainsynaratio supérieur a 1,50, tout le
PARNI est complexé et incorporé dans les micellEsratio est significativement supérieur
a celui obtenu pour les micelles de FANA et de R§-iddiquant que la nature du matériel
génétique peut affecter son incorporation dansnieslles. Cette tendance a également été
observée pour les trois copolymeres cationiquespesence ou non du copolymére
anionique de P(MAAy-co-EA4-co-BMA ). Il est a noter que le profil de migration du
PARNI aux faibles ratios molaires présente une basatactéristique du pARNi libre ainsi

gu’une seconde bande de poids moléculaire plug éfaigration plus lente). Cette derniére
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pourrait résulter d’une neutralisation partielles dgharges du pARNi par le copolymere

cationique.
A) B)
PARNi ratiode N/P PARN ratio de N/(P+COOH)

libre. §.550.500.75 1.01.25 1.5 1.75 2.0 1V® 0.50.500.75 1,0 1,25 1.5 1,75 2,0

Figure 2.12. Gel d’acrylamide, en conditions dérattes (4-20%), de micelles binaires
(A) et ternaires (B) préparées a partir du copohgrie PEGs-b-AEMA ,4 et du pARNiI a
des ratios N/P et N/(P+COOH) variant de 0,25 a 2,0.

En résumé, nous avons procédé a la caractérisphigsicochimique de PICMs
binaires et ternaires. Il a été possible de prépgs complexes ternaires stables de taille
variant entre 21 et 33 nm (IP < 0,2) a partir dpotgmeres cationiques blocs et ce pour
tous les acides nucléigues. L'addition d’un copayensensible au pH ne semble pas nuire
a l'incorporation de I'ON et influence méme avamagement les propriétés colloidales des
PICMs.

5. PREPARATION ET CARACTERISATION DES MICELLES

CIBLEES

La neutralisation des charges du segment cationpgueles polyanions (ON et

copolymere d’acide méthacrylate) conduit a la fdramspontanée d’une structure de type
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cceur/couronne, avec les chaines de PEG composamirianne hydrophile. Cette derniere
permet la formation d’'une barriere stérique quibilite les complexes, diminue leur
opsonisation et assure un temps de circulatioropgdein vivo (Deshpandest al. 2002).
Toutefois, cette couronne hydrophile masque égalerss charges du vecteur, ce qui
diminue leurs interactions avec les cellules cildedeur capture subséquente (Torchilin
2007). La fixation d’'une molécule de reconnaissant surface du vecteur permettrait de
promouvoir leur capture cellulaire et de minimikmr accumulation au niveau des cellules
saines (Torchilin 2000). Les anticorps figurentrpiales ligands les plus efficaces en terme
de spécificité et d’affinité, et possedent un largeertoire de cibles potentielles (Torchilin
2004).

5.1. Stratégie de couplage

L'un des objectifs de ce projet de recherche @@itaborer une méthodologie de
couplage afin de décorer les micelles d'un fragnanbticorps anti-CD71 (Fab’) dirigé
contre les récepteurs de la transferrine et deledh vitro le potentiel d’internalisation de
ces vecteurs. L'utilisation d'un agent de couplagétérofonctionalisé afin de lier
'anticorps et le copolymére est la stratégie laspcouramment employée dans la
préparation de micelles ciblées. Les bras espacdess plus utilisés sont le
sulfosuccinimidyl-4-N-maléimidomeéthyl)cyclohexane-1-carboxylate (SultdC)
(Garnett 2001), le 3-(2-pyridyldithio)propionate Mesuccinimidyle (SPDP) (Merdagt al.
2003) et le 4-(p-maléimidophényl)butyrate dkesuccinimidyle (SMPB) (Figure 2.13 a). Un
exemple de la conjugaison d'un anticorps a un gopeéie via un bras espaceur est
présenté a la figure 2.13 b. La majorité des agdmtsouplage nécessite la présence d’'une
fonction amine, soit sur la molécule de reconnaissaou sur le copolymére, afin de se
conjuguer. Compte tenu qu’aucune difféerence sigaiive de réactivité entre les lysines
présentes sur un anticorps n'a été a ce jour dégemnles amines impliquées dans la
reconnaissance de l'anticorps par I'antigene sospectibles d’étre conjuguées au bras

espaceur. Ce type de conjugaison est donc a éuiieque cela résulterait en une perte
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d’affinité de I'anticorps envers son récepteur. ia part, la composition des copolymeres
cationiques utilisés dans ce proje¢.(présence d’amine primaire sur le segment forrgant

coeur de la micelle) nous a contraints a trouversahgion alternative de couplage.

Une autre possibilité est la conjugaison directeligand au vecteuvia un pont
disulfure avec I'une des cystéines de I'anticops.effet, les fonctions thiols offrent une
grande flexibilité chimique puisqu’elles peuvenagié sélectivement et efficacement avec
une fonction maléimide ou un autre thiol. Humphreysal. (2007) ont utilisé les ponts
disulfures afin de conjuguer plusieurs macromokés@ un seul anticorps et ont démontrée
gue l'utilisation des groupements cystéines detitanps n’affectent ni sa stabilité, ni son
immunoréactivité. La conjugaison d’une macromolécul un pont disulfure permet
également d’obtenir un lien pouvant étre clivé ahem intracellulaire ce qui permettrait
aux micelles de se détacher de I'anticoprs avastlguécepteur ne soit recyclé vers la
surface de la cellule (Wareg al. 1998, Garnett 2001). De plus, I'échange de paulflire
est le mécanisme favorisé par la cystéine ionisgst€ine sous forme de thiolate) lors de la
formation de nouveau pont disulfure intermoléceldiBulaj et al. 1998). Par conséquent,
nous avons préconisé le couplaga un échange de pont disulfure pour conjuguer un
fragment d’anticorps (fab’) a un copolymere catip@ HS-PEG-b-PAEMA3.. Le
conjugué obtenu est le Fab’-S-S-Rig6-PAEMA 1.
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Figure 2.13. Structure des principaux agents delage employés lors de la conjugaison
d’'une molécule de reconnaissance (A) et représentachématique de la conjugaison
d’'une molécule de reconnaissance a un copolyméienpue via un bras espaceur (B).

Schéma adapté de Pierce biotechnology (http://wiercenet.com).

5.1.1. Synthése du copolymere cationique fonctionnalisé

Afin de demeurer accessible aux récepteurs catdale ligand doit, idéalement,
étre positionné en périphérie des micelles. Pasémqurent, un segment de PEG plus long
gue celui constituant les copolymeres cationiquas fonctionnalisés devrait étre utilisé
pour la conjugaison de I'anticorps. Ceci permetil@miser 'encombrement stérique lors
de la formation des micelles et favoriser l'acdeitist de I'anticorps aux récepteurs
cellulaires. Pour ce faire, une chaine de PEG dié@téctionnalisée par des groupements
thiol et hydroxyle (HS-PEG-OH) de 3500 g/mol (comgtevement a une chaine de PEG de

3000 g/mol pour les copolyméres cationiques norctionalisés) a été synthétisée par
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polymérisation anionique par ouverture de cycle’oeyde d’éthylene (OE) a partir du
tert-butyle mercaptan (Dufresrat al.2005) (figure 2.14).

: 1) K Naphataléne §
2) Oxyde d'éthyléne 3 1) Triéthylamine,
S - 2) Ethyle 2 bmmo;sobutyrate
THF, 24h ) H r——
THR 48 h

1) TFA: DMSO (85:15) ?
20 min

2) Dithiothréitol NYO\%
0
Y

Hs*\"}M
0
0

Q

2-aldrithiol 8

EtOH, 24 h NH,

Figure 2.14. Voie de synthése du pyridyl-SS-BEHGPAEMA 6.

La polymérisation de I'OE est amorcée par I'acivatdutert-butyle mercaptan par
le naphtalene de potassium. La réaction est ent@meconduite sous atmosphere inerte et
anhydre afin d’éviter I'activation de la polymétisa de 'OE par des molécules d’eau, ce
qui conduirait a la synthese de PEG homofonctisagbar un groupement hydroxyle (OH-
PEG-OH). Notons que la fonctidert-butyl (tBu) sert ici de groupement protecteur pleur
thiol afin d’éviter la formation de ponts disulfuirgermoléculaires au cours de la réaction
ou d’amorcer la polymérisation de part et d’auteetdiol. De plus, le groupement tBu

permet d’obtenir un thiolate stable capable d’amoefficacement la polymérisation. Le
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tableau 2.6 présente une seérie de polymeres de tBpeS-PEH-OH synthétisés et
caractérisés patH RMN et CES. Pour I'ensemble des PEG synthétisédP inférieur &
1,2 et un degré de fonctionnalisation par le growgrd thiol entre 69 et 92% ont été
obtenus. Le degré de fonctionnalisation du copotgnpar le groupement thiol a été estime
par'H RMN en comparant le ratio du signal du groupententtbutyle (1,32 ppm (9 H)) ou
celui du groupement méthyléne adjacent au thioé(Bef5 ppm (2H)) au signal du
groupement hydroxyle. Le groupement hydroxyle aalpt@iement été réagit avec
de I'anhydride trifluroacétique afin de générer gnoupement facilement quantifiable, le
trifluoacétate (4,50 ppm (2H)).

Tableau 2.6. Caractérisation des polymeéres de RiEGtibnnalisés par un groupement
thiol.

Polymeéres 'H RMN % de fonctionnalisation CES

Mn tBu-S-CH, tBu Mn Mw IP
tB-S-PEG-OH 6900 95 92 6100 5400 1,12
tB-S-PEG-OH 3500 85 83 3600 3900 1,08
tB-S-PEG-OH 3157 82 79 3100 3400 1,06
tB-S-PEG-OH 2754 75 73 2500 2300 1,11
tB-S-PEG-OH 2507 67 69 2400 2600 1,08

Le tBu-S-PEG-OH est ensuite converti en macroigitin a la PRTA puis
copolymérisé avec les monomeres d’AEMABoOC, tel déerit a la section 2.1. Finalement,
'hydrolyse en milieu acide permet de déprotégex &nines primaires et de réduire
simultanément la fonction thiol ce qui permet dait le copolymére de HS-Pkgb-
PAEMA 1o sous la forme d’'un disulfuré €. PAEMA,o-PEGss-S-S-PEGe-b-PAEMA, ). La
voie de synthése du HS-PEfh-PAEMA o est présentée a la figure 2.14. La composition
du HS-PEGy-b-PAEMA;9 (Mn : 6900; IP :1,13; 80% de fonctionnalisationggalement

été obtenue pdH RMN et confirmée par analyse élémentaire (tabR@u
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Tableau 2.7. Caractérisation du copolymere catignignctionnalisé

Copolymeres CES” 'H RMN Analyse élémentaire
Densité Azote Densité
d’amines’ d’amines’
M Mp IP M.° (mol/g) (% (p/p)) (mol/g)
x 10° x 10°
HS-PEGg-b-PAEMA,; 6900 7800 1,13 8000 2,76 4,04 2,89

@ La caractérisation par CES des copolyméres d’AEMIASté effectuée sur la forme protégée des
copolymeres, soit ceux contenant '’AEMABoc.

®La densité d’amine déterminée pat RMN représente le rapport de moles d'unités masriques sur
linverse de la M. La densité d’amine déterminée par analyse élémrenest obtenue en divisant la
composition massique en azopEpdo) par la masse molaire (MM) de I'azote (MM= 14 gljnLes calculs
sont basés sur I'hypothése que les polyméres isoliiscomplétement ionisés (MMua' 1ea = 244,2 g/mol).

Par la suite, un groupement pyridyle a été introelmibout de chaine du copolymére
HS-PEGy-b-PAEMA¢ afin de créer un pont disulfure labile et de miisien la formation
des ponts disulfures intermoléculaires entre lesmimgs de copolymeéres cationiques. La
facilité de déplacement du groupement pyridyleanun groupement partant couramment
utilisé lors de réactions de couplage (Carlssbal. 1978, Van Dijk-Wolthuiset al. 1999,
Garnett 2001, Cyrille Boyer 2008). Par exemplan Dijk-Wolthuis et al. (1999) ont
développé une méthode de couplage d’'un copolymeré(BMAEMA-co-AEMA) a une
macromoléculevia la fonctionalisation des amines primaires du cgpére par un
groupement SPDP, ce dernier permet l'introductiomn dgroupement pyridyldisulfide
labile sur le copolymére. La conjugaison de pepgtide protéine (tel que la transferrine) et
d’'un fragment Fab’ en bout de chaine du copolynae la formation d’'une liaison

thioéther ou d’'un pont disulfure a pu étre effeetsgivant cette approche.

Dans le cadre de ce projet, le conjugué pyridyHSEE3-b-PAEMA g a été obtenu
a la suite de la réaction du 2-aldrithiol avec dpaymére cationique, fraichement réduit
par le dithiothréitol (DTT) et purifié sur une calwe d’exclusion stérique de type Sephadex
PD-10 sous argon, dans un mélange éthanol/eawcdrestions optimales de purification

ont été obtenues en effectuant la précipitatiorpolymere dans I'éther froid suivi d’'une
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purification par chromatographie d’exclusion stédq afin d’éliminer toute trac
d’aldrithiol. Le taux de fonctionnalisati du copolymére par le pyridyldisulfide a ¢
estimé parH RMN en comparant l'intensité des signaux du gesuent pyridyle (8,2
ppm (1 H), 7,797,75 ppm (2 H) et 7,18 ppm (1 H)) a celui du PEC66 ppm (327 H))
(figure 2.15. De plus, le taux de fonctinalisation a été confirmé par la réduction
pyridyl-S-S-PEGy-b-PAEMA g par le DTT et en mesurant lI'absorbance du se
thiopyridone formé (343 nm). Le taux de fonctionsetion du copolymére par

pyridyldisulfide a été estimé a 95

00
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Figure 2.15. Spectrd RMN du pyridyl-S-S-PEGy-b-PAEMA 0.

5.1.2.Préparation de I'anticorps Fab’

Pour sa part, le fragment Fab’ a été obtenu aita da la digestion enzymatique

la région Fc de I'anticorps complet IgG1 par larfe; suivi du clivage spécifique des po
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disulfure entre les deux chaines lourdes de lampE par I'hydrochlorure de
mercaptoéthylamine (MEA-HCI) (figure 2.16). Le MEp®&rmet de cliver sélectivement les
ponts disulfure situés entre les deux chaines &sud# I'anticorps tout en préservant ceux
entre la chaine Iégere et la chaine lourde deidams (Dufresneet al. 1999). La réduction
du fragment Faben Fab’ par le MEA permet ainsi d’exposer le gempnt thiol de la
cystéine et le rendre disponible pour la formattban nouveau pont disulfure avec le

copolymere thiolé.

X ™ ’
1( Ficine NI MEA \\-:} /7//
SH  SH
1 mM Cystéine Fab, st
(15 OLDa) (“‘01‘{]33) (50 kDa chacun)
(Fragments Fc)

Figure 2.16. Principales étapes dans la prépardtidnagment Fab’ de I'anticorps. Schéma

adapté de Pierce biotechnology (http://www.pierteoen).

La masse moléculaire du fragment Fab’ et la puttat@roduit ont été évaluées par
chromatographie liquide couplée a la spectroméienasse a temps de vol (LCMS-TOF)
(figure 2.17 a-b) et par gel électrophorese (fig@r&é7 c). L'analyse du spectre de
déconvolution a permis de confirmer une masse mtd#e de 48 kDa pour le Fab
(fraichement réduit), d@6 kDa pour le Falainsi que de 150 kDa pour I'anticorps complet.
Ces masses moléculaires sont en accord avec learsahéoriques rapportées dans la
littérature, soit denviron 50 KDa et 98 KDa pouesl| fragments Fabet Fab’,
respectivement et 150 kDa pour l'anticorps comptespectivement (Lwet al. 1999).
Puigu’une forme thiolate ne peut étre maintenug lwagtemps aux conditions ambiantes,
la caractérisation du fragment Fab’ par gel acridenet par LCMS-TOF ont été conduits a
partir d’'un échantillon fraichement réduit et avaatpurification i(e contenant toujours le
sel de MEA). Compte tenu du trés faible poids makice du MEA (113,61 g/mol) ce

dernier n’'interfere pas dans les analyses parayglaanide et LCMS-TOF.
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Figure 2.17. Spectres de spectrométrie de masdécenvolution des spectres pour les
fragments d’anticorps F(gbjA) et Fab’ (B) et gel d’acrylamide non dénaturél@%) de

I'anticorps 1gG1, du fragment F(abgt du fragment Fab’ (C). Les spectres originauxt so
présentés en annexe 1 et 2.
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5.1.3.Couplage de I'anticorps (Fab’) au copolymere catioique

Le conjugué final, le Fab’-S-S-Pkg&b-PAEMA.g, a été obtenu en ajoutant le
pyridyl-S-S-PE@g-b-PAEMA; 9 @ une solution contenant un exces de Fab’, afissiirer
une fonctionnalisation maximale du copolymere pafrdgment Fab’. Ainsi, le thiolate du
fragment Fab’ déplacera le groupement labile dudgidisulfide selon un mécanisme
d’échange de pont disulfure pour former un nouvgant disulfure entre le fragment Fab’
et le copolymere (figure 2.18 a). Le groupementiqye présente une absorbance
maximale a 284 nm et son déplacement par le fragFes engendre la formation du sel
de thiopyridone dont I'absorbance caractéristiqa&imale est obtenue a 343 nm (Merdan
et al. 2003). La formation de ce sel a été utilisé aetitfindicateur afin suivre la
progression de la réaction de couplage et de coefite couplage du Fab’ au copolymere

cationique (figure 2.18 b).

A
: 1 W ™
e 5 I 1 i ¢ Ik!l \!:“ -.-\i;, a 1 = -' / la
3 o : Tampon PBS; pH 6,0 . "c -
] 2dh "
B) |
1
.I — HS-PEG,.->-PAEMA,,
a4y | — Fab-5-S-PEG,, --AEMAI
” \
g % %

T T
bo i 350 400
Lengeur d'onde {nm)

Figure 2.18. Voie de couplage de I'anticorps (Fati)copolymére cationique de pyridile-
PEG-b-PAEMAg (A) et spectre UV-visible du HS-PE&b-PAEMA;g et du Fab’-S-S-
PEG-b-PAEMA; (B).
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Compte tenu de la faible difféerence de poids mdé&i entre le copolymere
conjugué (55 000 g/mol) et les fragments Fab’ 8bfé8 000 g/mol), une séparation
efficace de ces derniers ne peut étre obtenue lpamatographie d’exclusion stérique.
Toutefois, la différence de degré d’ionisation dypalymere et de la protéine permet leur
séparation sur une résine échangeuse de cationie @Gerniére permet de retenir
électrostatiquement le copolymere cationique etudiél’'anticorps libre. En étudiant le
profil d’élution du copolymére cationique et du Falor la résine échangeuse d’ions, nous
avons pu déterminer les conditions de purificatimimales, soit a un pH de 6,0. Il est
important de noter que puisque les fragments Faht sstables dans les conditions
ambiantesj.e. que le Fap est rapidement reformé par la formation de poigslifdres
intermoléculaires entre deux fragments Fab’, Idijpd&lution de I'anticorps sur la résine a
donc été établi a partir des fragments F&elon ce profil, le Fakélue dans les premiéres
fractions de lavage dans un tampon a faible isot@én{0,15 M), tandis que le copolymére
cationique, retenu sur la résine anionique, éluda asuite d’'une augmentation de

l'isotonicité du tampon (a 3M).

Le rendement en masse de Fab'-S-S-REPAEMA, purifié a été de 10 % et le
taux de fonctionnalisation du copolymere par Igiinant Fab’ a été de 7 %. Ce dernier a
été estimé par spectroscopie UV (280 nm) et cosfipar dosage de protéine a l'acide
bicinchronique (BCA). Il est probable qu’une img@ote proportion de Fab’-S-S-Pefb-
PAEMA, ait élué dans les premieres fractions avec I'anpis libre, ce qui a pour effet de
sous-estimer le rendement de la réaction de coepkag effet, la présence d’interactions
électrostatiques entre le copolymeére cationiquel’atticorps pourrait entrainer une
modification de I'affinité du copolymere cationiqy®ur la colonne échangeuse d’ions,
altérer son profil d’élution et par conséquent @imeer des chaines de Fab’-S-S-RBEIS
PAEMA;s lors de I'élution des fragments Fab’ libres. Diaupart, puisque la forme
thiolate du fragment Fab’ ne peut étre maintens lwégtemps aux conditions ambiantes,
une proportion de Falpourrait s'étre reformé ce qui rendrait le thi@ Kanticorps non
disponible et inerte pour la formation d’un nouvgant dissulfure avec le copolymeére

cationique. De plus, il est connu que la réactidié thiolates et la vitesse de formation du
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pont disulfure sont fortement influencées par liemmement électrostatique. En effet, la
présence d’'une importante densité de charge amitéxdu soufre ou l'effet d’'induction
peut altérer la distribution des électrons aut@ufatome de soufre et fortement modifier la
réactivité du thiolate (Bulagt al. 1998). De plus, le groupement thiol est généraitme
retrouvé sous une forme non ionisé a un pH phygiglee (pKa entre 8 et 9) ce qui réduit
également la réactivité du thiol et la vitesse @lgdaction d’échange de pont dissulfure
(Bulaj et al.1998).

Le Fab’-S-S-PE@-b-PAEMA;y a été caractérisé par gel dacrylamide et par
LCMS-TOF. La migration sur gel d’acrylamide a pesrdiobserver une bande a un poids
moléculaire, légerement supérieur (> 47,5 kDa)lai adserveé pour le fragment Fab’ seul
(figures 2.17 et 2.19). Etant donné que la formig Ra peut étre maintenue trés longtemps
aux conditions ambiantes, I'apparition de cettedeamdique que le fragment Fab’ est
probablement conjugué au copolymére cationique.téfois, compte tenu de la faible
masse du copolymere (7 kDa) comparativement a dalligagment Fab’ (48 kDa), il était
attendu que la différence entre la masse du Fahugoé au copolymere (~ 55 kDa) et du
fragment Fab’ seul soit peu prononcée dans le ‘gerylamide. Par ailleurs, une trainée
d’'une intensité plus importante est également e@gea un poids moléculaire inférieur a
32,5 kDa. Cette trainée peut correspondre a ddaehde copolymeres cationiques libres.
Par ailleurs, l'analyse du Fab’-S-S-P&®B-PAEMA;9 par LCMS-TOF révele une
modification du chromatogramme comparativementdgi del fragment Fab’. Par contre, la
conjugaison du copolymere a la protéine rend Igugu@ multiplement chargé et trop
hétérogene pour obtenir la déconvolution du spdattaexe 3). Ces résultats préliminaires
démontrent qu’'une modification a été apportée ab’,Faais que les conditions de
couplage et celles du protocole expérimental ddigation doivent encore étre optimisées

afin d’améliorer le rendement de la réaction.
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Figure 2.19.Gel d'acrylamide (10 %du Fab’-S-S-PEg-b-PAEMA,¢ dans des conditions non

dénaturantes.

5.1.4 Optimisation des conditions de couplag

Plusieurs conditions de couplage et de purificatmmt été envisagées a
d’augmenter l'efficacité et le rendement de la t@acde couplage, dorles principales
sont présentées au tablea8. Puisque le mécanisme d’échange de pont disubst
sensible au pH, la réaction de couplage a ététaffieca divers pH (4,5, 6,0 et 7,4). (
valeurs de pH ont été choisies sachant que I'éehdagponts sulfurevia un groupement
pyridyl est optimal a un pH de 4,5 (Pierce biotesbgy, http://www.piercenet.co) mais
gue ce groupement devient rapidement instable letico a un pH supérieur a 8(Wang
et al. 1998).
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Tableau 2.8. Résumé des principales condition®dplages du Fab’ en bout de chaine du

copolymere cationique.

Conditions de la réaction de Rendement
couplage
pH Durée, ADbSz43 1m Taux de Efficacité de
(Fab : Copolymére)  Sel de thiopyridone  Fonctionnalisatior? couplagé€
(%) (%)

pH 4,5 24 h, (1 :4) 0,1754 4,75 19,0
24 h, (1:2) 0,1344 3,6 7,2

pH 7,4 24 h, (1:1) 0,1254 5,25 53

pH 6,0 24 h, (2:1) 0,2101 7,0 3,5
24 h, (3:1) 8,50 2,8
24 h, (1:1,5) 0,1610 2,0 3,0
24 h, (1:3) (4 °C) 2,1 6,3
10 h, (1:4) 3,0 12,0
48 h, (2:1) 0,1177 6,25 3,2

¥_e taux de fonctionnalisation obtenue expérimeetadnt a été estimé par BCA
b 'efficacité de couplage représente le rapport enfie taux de fonctionalisation expérimental et fixt de
fonctionalisation maximal théorique.

La réaction de couplage a par la suite été mepés différentes proportions
molaires de fragment Fab’/copolymere cationiquel( 2:1, 1:1, 1:1,5, 1:3, 1:4) afin
d’augmenter le taux de fonctionnalisation du copwye cationique. Ces nouvelles
conditions de couplage n’ont pas permis daugmerignificativement le taux de
fonctionnalisation du copolymere et I'efficacité ceuplage de la réaction. Cependant, ces
essais ont permis de conclure que la conjugaisoffagunent Fab’ en bout de chaine du

copolymere cationique est favorisée lorsque I'amps est ajouté en exces.

Par ailleurs, le mécanisme d’échange de pont disultant de I'ordre de quelques
heures, le temps de la réaction de couplage aaét& de 10 h a 24 h et 48 h. En utilisant la
formation du sel de thiopyridone par absorbance Vv-comme indicateur de la
progression de la réaction, le maximum d’absorba@n8d3 nm est obtenu aprés 24 h de
réaction. Ces diverses conditions de couplage oehéma la formation du sel de

thiopyridone, et donc les faibles rendements deolyopéres récupérés seraient
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principalement dus a un probleme de purification. éffet, une modification du profil
d’ionisation du copolymeére une fois conjugué awgifinant d’anticorps pourrait conduire a
une plus faible rétention du copolymére.

Afin d’augmenter le taux dionisation du copolymecationique de Fab’-S-S-
PEGo-b-PAEMA9 et d’améliorer la rétention du copolymére sur ésime échangeuse
d’ions, le milieu réactionnel a été acidifié a un ge 4,5 avant son application sur la résine
échangeuse d'ions. Cette procédure a permis d’augmés rendement de copolymeére
récupéré a 20 % et supporte I'hypothese qu’une fitapte proportion de copolymere
cationique aurait élué avec les fragments d’anpolibres dans les conditions de
purification initiale. D’autres expériences seraiemécessaires afin doptimiser les
conditions de couplage et d'augmenter le taux dectfonnalisation du copolymére
cationique par le fragment Fab’. Par exemple, &yde du milieu réactionnel pourrait étre
une alternative pour séparer le copolymere non tiomealisé du Fab-S-S-Pkgb-
PAEMA;.. Toutefois, la dialyse ne permet pas de séparefregments Fab’ libres du
copolymere ciblé et nécessite donc que le copolgroationique soit présent en exces dans

le milieu réactionnel ou étre réalisée en séqueames la résine échangeuses d’ions.

6. CAPTURE CELLULAIRE DES PICMS CIBLEES

Des micelles binaires et ternaires de BHEHGPAEMA,4 contenant 2 mol % de
Fab’-S-S-PEGyrb-PAEMA; o Ont été préparées au ratio idéal préalablemertrmété et
caractérisées par DLD. Le copolymére d’AEMA a éitectionné pour la formulation des
PICMs ciblées puisque les études préceédentes anbrdée que 1) l'incorporation de
I'acide nucléique 2) les propriétés colloidales3gtia stabilité face a la dissociation en
présence d’'un polyanion (I'héparine) était les mipimaux avec ce copolymere. De plus,
l'incorporation entiere du matériel génétique ddas PICMs ternaires de Pkgb-
PAEMA,, se produit a un ratio N/(P+COOH) inférieur a celas copolymeres DMAEMA
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ce qui, permet de réduire la quantité de copolymatenique nécessaire afin de condenser
efficacement 'ON et les risques de cytoxicité galEment associés aux copolymeres
synthétiques cationiques. Contrairement aux miselieertes, les micelles ciblées
présentent une distribution de taille polymodalecagies populations a 183 nm (85 %) et
42 nm (15 %) pour les Fab’-PICM binaires et a 360 (@8 %) et 29 nm (20 %) pour les
Fab’-PICM ternaires. Comparativement, les PICMsabes et ternaires non ciblées
équivalentes avaient des tailles de 50 nm (IP =)0dt de 30 nm (IP = 0,13),
respectivement (tableau 2.9). Il est intéressantader que deux populations distinctes ont
été formées en présence du Fab’-S-S-BBEEPAEMA, soit des micelles décorées d’'un
fragment Fab’(180 nm ou 300 nm) et des micelles nilmées dont les tailles sont
similaires a celles observées au tableau 2.5 (580on0m). En comparaison, Jeoegal.
(2005) ont préparé des complexes de PEG-PEI/ADNnpldiqgue et de Fab’-PEG-
PEI/ADN plasmidique et ont constaté que la taiks domplexes de Fab’-PEG-PEI/ADN
plasmidique était largement supérieure a celleRIEEG-PEI/ADN, soit ~ 300 contre 200
nm, respectivement. Ces auteurs ont également démgu’'une diminution significative
de la taille des complexes ciblés (de 300 nm aritBp était observée lorsque le ratio N/P

était augmenté a 4.

Tableau 2.9. Propriétés colloidales des formulation

Non ciblées ciblées
Diamétre Population Diametre IP  Population
(nm) [IP] (%) (nm) (%)
PICMs binaires 50 [0,14] 100 183 038 85
42 ’ 15
PICMs ternaires 30[0,13] 100 300 0.47 78
29 ’ 20

*Les PICMs ont été préparé a partir du REGPAEMA,,

Un premier essai de capture cellulaire a été &alis des cellules cancéreuses de la
prostate (PC-3) surexprimant des récepteurs ateferrine. L'internalisation des PICMs
de Fab’-S-S-PEg-b-PAEMA;¢/PEGs-b-PAEMA,4/ON fluorescent (Fab’-PICM-ON-F),
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par les cellules PC-3 a été quantifiee par cytaméte flux. Les résultats préliminaires
suggerent que les micelles ciblées, soit cellesrédés d’'un fragment Fab’, présentaient un
meilleure taux de capture cellulaire que les maseltontréles non ciblées (PICM-ON-F)
(figure 2.20). Par contre, il est difficile de ctume si 'augmentation de la capture des
micelles est liée a la présence d’'une moléculeedennaissance ou aux tailles bimodales
du systéme. A cette fin, une étude de compétitiar ales anticorps libres et des anticorps
contrdles non spécifiques devrait étre menée adirvalider la spécificité de la liaison
cellulaire. De plus, une augmentation de la proporde copolyméres ciblés dans la

formulation des PICMs permettrait également d’aitcealavantage leur capture cellulaire.

2 ]
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2] Fab'-PICM-ODN-F
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Figure 2.20. Capture cellulaire des micelles cbléele Fab’-S-S-PE&b-
PAEMA1dPEGss-b-PAEMA,J/ON-F et des micelles non ciblees de REG
PAEMA,/ON-F sur les cellules PC-3 évaluée par cytoméiédux.

7. Conjugaison du Fab’ a un copolymere anionique

Afin de démontrer la versatilité de la stratégie amiplage développée, cette
méthodologie a été appliquée a un copolymére aguenile thiol-poly(éthylene glycob)-
poly(propyle méthacrylatee-acide méthacrylique) (HS-PEgg-b-P(PRMAxs-cO-MAA s3)).

Le pyridyl-S-S-PEGusb-P(PrMAxs-co-MAA 53) a été préparé puis conjugué a un fragment

de Fab’ selon la méthode décrite pour le copolyntatgonique a la section 5.1.1. Le
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produit final a été obtenu par une purification stgine échangeuse d’anions ce qui permet
de retenir seulement le copolymeére anionique (gu@let non conjugué au Fab’). Le taux
de fonctionnalisation du copolymere par le fragnteatt’'a été estimé par dosage BCA des
protéines a ~15 %. Le rendement massique de copody@tait toutefois tres faible (< 20
%). Un essai de capture cellulaire a démontré gsierlicelles préparées par le Fab’-S-S-
PEG4sb-P(PrMAgs-co-MAAs3) présentaient un taux de capture significativement
supérieur a celui des micelles nues (Elsabahwl. 2009). Ces résultats démontrent la
versatilité de la méthode de couplage et renforddmypothése que des interactions
électrostatiques entre le copolymére cationiquée dtagment d’anticorps altéreraient le

profil d’élution du conjugué sur la résine échargged’ions.



CHAPITRE Ill. CONCLUSION & PERSPECTIVES

Alors que la thérapie génique a le potentiel diéetrdiverses pathologies humaines,
les essais cliniques démontrent qu’un vecteur &féicet spécifique pour la transfection
d’'ONs manque toujours. Les PICMs ont le potentelcdmplexer 'ON et peuvent étre
utilisées en tant que vecteur pour des applicateonshérapie génique. Leur manque de
spécificité et leur confinement dans le compartimerdosomal a la suite de leur capture

cellulaire limitent leur potentiel thérapeutique.

Ce travail de maitrise avait pour but de mettrepamt des PICMs incorporant un
copolymere de type P(MAg-CO-EA4-cO-BMA1g) dans leur composition (PICMs
ternaires) et ciblées contre les récepteurs aalasterrine. Pour ce faire, une banque de
copolymeres cationiques a été préparée par PRTAcdte banque, trois copolyméres
cationiques composés de 25 unités monomériqueseriadd des amines primaires,
tertiaires et/ou les deux ont été sélectionnées faomise au point des micelles. L'analyse
des propriétés physicochimiques de PICMs binaitegemaires démontrent que ces
systemes lient efficacement les acides nucléiqeiese, indépendamment de la nature du
copolymere cationique et/ou de I'acide nucleiqud&{E5, FANA, pARNi). De plus, les
résultats montrent que I'addition du copolymérecitla méthacrylique aux PICMs permet
de préparer des micelles de taille variant entretZ3 nm et d’IP inférieur a 0,2. Ainsi, ces
résultats supportent le potentiel et la versatdigpplication des PICMs ternaires pour le

transport d’acide nucléique.

D’autre part, afin d’augmenter la spécificité eefficacité d’internalisation des
PICMs, une méthodologie de couplage d'un fragmextt’ Enti-CD71 a I'extrémité d’'un
copolymere cationique a été établie. Les résuttabminaires suggérent que les fragments
Fab’ sont bien conjugués aux copolyméres catiosiguais que les conditions de couplage
et, plus particulierement, le protocole expérimedtapurification doivent étre davantage

optimisés. En effet, la conversion rapide du fragimEab’ en Fap et la présence
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d’interactions électrostatiques entre le copolyneaionique et le fragment Fab’ nuirait a
la conjugaison du ligand au copolymére ainsi q@goarification sur résine échangeuse
d’ion. Cette hypothese est renforcée par les nedleésultats obtenus pour le couplage et
le taux de capture cellulaire des micelles ciblés Fhab-S-S-PEGsb-P(PrMAxs-co-
MAA 53), un copolymeére anionique. Ces résultats démonégalement la versatilité de la

méthode de couplage.

Les travaux futurs viseront a améliorer davantageéthodologie de couplage et le
protocole expérimental de purification pour le tagé d’'une molécule de reconnaissance
en bout de chaine du copolymére cationique. Pampbee la conjugaison directe du
fragment Fab’ a des micelles préformulées pouétag une nouvelle approche. En effet, la
couronne de PEG des micelles permettrait de madgudrarge apparente du systeme, ce
qui minimiserait la présence d’interactions élestatiques entre le copolymére cationique
et I'anticorps. Cette approche est déja utiliséesda préparation de micelles ciblées non
ioniques (Torchiliret al. 2003, Lukyanov et Torchilin 2004, Torchilin 2004&)élaboration
d'un protocole de purification basé sur la dialy®e la chromatographie d’exclusion
stérigue serait également une nouvelle avenue asager. De plus, une fois la
méthodologie de couplage optimisée, le systemeadére testé dans des modeles
cellulairesin vitro avant de pouvoir passer a I'administrationvivo. Par exemple, il
faudrait tester la stabilité du pont disulfureptaportion optimale de ligand & incorporer au
systeme, la dose optimale d’ON ainsi que I'actiditgéoolymere membrano-lytique une fois

incorporé dans les micelles ternaires ciblées.

Bien que nos travaux présentent des résultatsnpnglires, ces derniers sont
prometteurs pour la mise au point de vecteur noad-idéal qui pourra étre un jour utilisé

pour I'administration de matériel génétique.



BIBLIOGRAPHIE

Adams, D.J., Rogers, S.Het al.(2008) The effect of PEO block lengths on the sind
stability of complex coacervate core micell@€olloid Interface S¢i322: 448-56.

Bulaj, G., Kortemme, T.et al.(1998) lonization-reactivity relationships for tste thiols
in polypeptidesBiochemistry 37: 8965-72.

Carlsson, J., Drevin, Het al. (1978) Protein thiolation and reversible proterotpin
conjugation. N-Succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)pragmate, a new heterobifunctional
reagentBiochem J173: 723-37.

Cyrille Boyer, J.L., Lingjiun Wong , Michael Tipget Volga Bulmus , Thomas P. Davis
(2008) Stability and utility of pyridyl disulfideuhctionality in RAFT and conventional
radical polymerizationsl Polym Sci A Polym Ched6: 7207-24.

De Martimprey, H., Vauthier, Cet al. (2009) Polymer nanocarriers for the delivery of
small fragments of nucleic acids: oligonucleotidesl SIRNA.Eur J Pharm Biopharm71:
490-504.

Dean, N.M., McKay, R.et al. (1994) Inhibition of protein kinase C-alpha exies in
human A549 cells by antisense oligonucleotideshitdinduction of intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1) mRNA by phorbol estetsBiol Chem269: 16416-24.

Deshpande, M.C., Garnett, M,Gt al. (2002) Influence of polymer architecture on the
structure of complexes formed by PEG-tertiary amimethacrylate copolymers and
phosphorothioate oligonucleotideControl Release31: 185-99.

Dong, H., Matyjaszewski, K. (2008) ARGET ATRP of (dmethylamino)ethyl
methacrylate as an intrinsic reducing agé&fdacromolecules41: 6868-70.

Dufresne, I., Desormeaux, /et al.(1999) Targeting lymph nodes with liposomes begrin
anti-HLA-DR Fab' fragment®Biochim Biophys Actal421: 284-94.

Dufresne, M.H., Elsabahy, Met al. (2008) Characterization of polyion complex micelle
designed to address the challenges of oligonudeakeliveryPharm Res25: 2083-93.

Dufresne, M.H., Gauthier, M.A.et al. (2005) Thiol-functionalized polymeric micelles:
from molecular recognition to improved mucoadhesiinconjug Chem16: 1027-33.



130

Dufresne, M.H., Leroux, J.C. (2004) Study of theetization behavior of different order
amino block copolymers with heparidharm Res21: 160-9.

Elsabahy, M., Wazen, Net al. (2009) Delivery of nucleic acids through the cotiéd
disassembly ofmultifunctional nanocomplex&dyv Funct Mater19: 1-6.

Feldstein, M.M., Kiseleva, T,l.et al. (2009) Mechanisms of molecular interactions in
polybase—polyacid complex formed by copolymers of NN
dimethylaminoethylmethacrylate with alkylmethactgla and methacrylic acid with
ethylacrylate.Appl Polym S¢ill2: 1142-65.

Fischer, H. (2001) The persistent radical effecgiriaciple for selective radical reactions
and living radical polymerization€hem Reyv101: 3581-610.

Garnett, M.C. (2001) Targeted drug conjugates:gpias and progres®dv Drug Deliv
Rey 53: 171-216.

Geiger, T., Muller, M. et al. (1998) Antitumor activity of a PKC-alpha antisense
oligonucleotide in combination with standard chemeo&peutic agents against various
human tumors transplanted into nude mAgeticancer Drug Des13: 35-45.

Glodde, M., Sirsi, S.Ret al.(2006) Physiochemical properties of low and highieoular
weight poly(ethylene glycol)-grafted poly(ethyleim&ine) copolymers and their complexes
with oligonucleotidesBiomacromolecules/: 347-56.

He, L., Read, E.$S.et al. (2007) Direct synthesis of controlled-structurémary amine-
based methacrylic polymers by living radical polyination. Macromolecules40: 4429—
38.

Humphreys, D.P., Heywood, S.Pet al. (2007) Alternative antibody Fab' fragment
PEGylation strategies: combination of strong redga@agents, disruption of the interchain
disulphide bond and disulphide engineeriAgtein Eng Des SeP0: 227-34.

Jeong, J.H., Lee, Met al.(2005) Anti-GAD antibody targeted non-viral gendidery to
islet beta cells] Control Releasel07: 562-70.

Jin, J., Achenbach, J.Cet al. (2005) Complexation of well-controlled low-moleaul
weight polyelectrolytes with antisense oligonuciées.Colloid Polym Sci283: 1197-205.

Jones, R.A., Poniris, M.Het al. (2004) pDMAEMA is internalised by endocytosis but
does not physically disrupt endosom&g€ontrol Release96: 379-91.



131

Kabanov, A.V., Bronich, T.K. et al. (2003) Soluble Stoichiometric Complexes from
Poly(N-ethyl-4-vinylpyridinium) Cations and Polyfstiene oxide)-block-polymethacrylate
Anions.Macromolecules29: 6797-802.

Kong, W.H., Sung, D.K.et al. (2009) Efficient intracellular siRNA delivery stemy
through rapid and simple two steps mixing involvingncovalent post-PEGylationd.
Control Releasel38: 141-7.

Lu, Z.R., Kopeckova, Pet al.(1999) Polymerizable Fab' antibody fragments éogeting
of anticancer drug$\at Biotechngl17: 1101-4.

Lukyanov, A.N., Torchilin, V.P. (2004) Micelles fmo lipid derivatives of water-soluble
polymers as delivery systems for poorly solublegdrddv Drug Deliv Rey56: 1273-89.

Matyjaszewski, T.E.P.a.K. (1998) Atom Tranfer Radlieolymerization and the Synthesis
of Polymeric Materials.Adv Mater 10: 901-15.

Merdan, T., Callahan, Jet al. (2003) Pegylated polyethylenimine-Fab' antibodgfment
conjugates for targeted gene delivery to humaniawararcinoma cell8Bioconjug Chem
14: 989-96.

Oishi, M., Kataoka, K. et al. (2006) pH-responsive three-layered PEGylated pekyp
micelle based on a lactosylated ABC triblock copmdy as a targetable and endosome-
disruptive nonviral gene vectddioconjug Cheml7: 677-88.

Pradny, M., SevEik, S. (1987) Precursors of hydilaplpolymers, 7: Potentiometric
properties and structure of copolymers of 2-dimietiynoethyl methacrylatdMakromol
Chem188

Ranger, M. (2001) From Well-Defined Diblock Copolgra Prepared by a Versatile Atom
Transfer Radical Polymerization Method to Supramuale AssembliesJ Polym Sci A
Polym Chem 39: 3861-74.

Read, E.S., Thompson, K,Let al.(2010) Synthesis of well-defined primary aminedzhs
homopolymers and block copolymers and their Micledition reactions with acrylates
and acrylamidef?olym Cheml 221-30.

Reschel, T., Konak, Cet al.(2002) Physical properties and in vitro transfactefficiency
of gene delivery vectors based on complexes of DWA synthetic polycationsl Control
Release81: 201-17.



132

Rungsardthong, U., Ehtezazi,,Tet al. (2003) Effect of polymer ionization on the
interaction with DNA in nonviral gene delivery sgsts.Biomacromoleculest: 683-90.

Sundaram, S., Lee, L.Ket al.(2007) Interplay of polyethyleneimine molecularigi¢ and
oligonucleotide backbone chemistry in the dynanutsntisense activityNucleic Acids
Res 35: 4396-408.

Tang, W., Tsarevsky, N.Vet al.(2006) Determination of Equilibrium Constants Adom
Transfer Radical Polymerizatiod Am Chem S¢d28: 1598-604.

Thompson, K.L., Read, E,Set al. (2008) Chemical degradation of poly(2-aminoethyl
methacrylate). Polym Degrad Stab; 93: 1460-6.

Torchilin, V.P. (2000) Drug targetingur J Pharm S¢ill Suppl 2: S81-91.

Torchilin, V.P. (2007) Micellar nanocarriers: phaweutical perspectiveRharm Res24:
1-16.

Torchilin, V.P. (2004) Targeted polymeric micellies delivery of poorly soluble drugs.
Cell Mol Life Scj61: 2549-59.

Torchilin, V.P., Lukyanov, A.N.et al. (2003) Immunomicelles: targeted pharmaceutical
carriers for poorly soluble drugBroc Natl Acad Sci U S;A00: 6039-44.

van de Wetering, P., Moret, E,Eet al. (1999) Structure-activity relationships of water-
soluble cationic methacrylate/methacrylamide polgnéor nonviral gene delivery.
Bioconjug Chem10: 589-97.

Van Dijk-Wolthuis, W.N., Van de Wetering, ,Pet al. (1999) A versatile method for the
conjugation of proteins and peptides to poly[2-(elihylamino)ethyl methacrylate].
Bioconjug Chem10: 687-92.

Wakebayashi, D., Nishiyama, Net al. (2004) Polyion complex micelles of pDNA with
acetal-poly(ethylene glycol)-poly(2-(dimethylamiet)yl methacrylate) block copolymer
as the gene carrier system: physicochemical priegexf micelles relevant to gene
transfection efficacyBiomacromolecules: 2128-36.

Wang, L., Kristensen, Jet al.(1998) Delivery of antisense oligonucleotides gstPMA
polymer: synthesis of a thiol polymer and its cgation to water-soluble molecules.
Bioconjug Chem9: 749-57.



133

Won, Y.Y., Sharma, R.et al. (2009) Missing pieces in understanding the intialee
trafficking of polycation/DNA complexesd. Control Releasel39: 88-93.

Xia, K.M.a.J. (2001) Atom transfer radical polynzation.Chem Reyv101: 2921-90.

Yessine, M.A., Dufresne, M.H.et al. (2007) Proton-actuated membrane-destabilizing
polyion complex micelleBioconjug Chem18: 1010-4.

Yessine, M.A., Lafleur, M.et al. (2003) Characterization of the membrane-destagiz
properties of different pH-sensitive methacryligdacopolymers.Biochim Biophys Acta
1613: 28-38.

You, J.O., Auguste, D.T. (2010) The effect of swglland cationic character on gene
transfection by pH-sensitive nanocarrid@gmaterials 31: 6859-66.



CHAPITRE |V. PARTIE EXPERIMENTALE

4.1. Matériel

Le MeO-PEG-OH (3000 g/mol) a été acheté chez Neldantsville, AL) et les
monomeéres d’AEMAHCI et de DMAEMA ont été obtenus chez Polyscientes.
(Warrington, PA). Le DMAEMA a été distillé sous edavant son utilisation afin
d’éliminer toutes traces d’inhibiteur de polymétisa. Le P(MAAsy-CO-EA40-CO-BMA 19
(Mp: 19 800 g/mol; IP: 1,31) a été fourni par R6hm Gmiidrmstadt, Germany). Ce
dernier a été synthétisé par polymérisation radicalemployant le dodécyle mercaptan
comme agent de transfert. Avant sont utilisatian,cbpolymere a été solubilisé dans

I'éthanol et dialysé contre de I'eau millipore dotraing jours.

L'ON-PS modele utilisé dans ce mémoire est 'ON-B5dSIS 3521) (5'-
GTTCTGGCTGGTGAGTTTCA-3). L'ON-3521, ainsi que samalogue marqué a la
fluorescéine en position 5, ont été synthétisészdWledicorp Inc. (Montréal, QC, Canada).
Le PARNI (5'-GCUUGAAGUCUUUAAUAALL-3), le FANA (5'-
fa(CAA)d(CGT)fa(TTC)d(GGA)fa(CCG)d(TAT)fa(TTC)-3') et son analogue
phosphorothioate (ON-P) (d(CAAGICGGACCGTATTTC)) ont gracieusement été
synthétisés par le Pr. M. J. Damha (Université Mc®iontréal, QC, Canada). L'ON,
utilisé lors de l'essai d’internalisation des mies] et son analogue marqué a la
fluorescéine en position 5’ (5-TGAAACTCACCAGCGAGA®R ciblant le codon initial
du Bcl-2 ARNm ont été synthétisés par Alpha BDA (itéal, QC, Canada).

La trousse de préparation des anticorps murins Fg®, et Fapa été obtenu chez
Pierce (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada).ntiorps anti-CD71 a été fourni par
Invitrogen (Burlington, ON, Canada). La résine éafeuse de cations (Hi-Trap Sp Hp,
1mL), les colonnes de Sephadex G-25 et les colodee3ephadex PD-10 ont été obtenue
chez GE Healthcare Bio-Sciences Inc. (Baie d'Ugfé, Canada). La trousse de dosage des
protéines a l'acide bicinchronique (BCA) a été aébechez Pierce (Fisher Scientific,
Ottawa, ON, Canada). Tous les autres produitstérfoérnis par Sigma-Aldrich (Oakville,

ON, Canada) et ont été utilisés sans purifica@olexception du THF qui a été déshydraté
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sur une colonne PureSO¥ (Innovative Technologies, Newburyport, MA), et t&

triethylamine qui a été distillée en présence dthyel de calcium.

4.2 Résonance magnétique nucléaire du protortf RMN)

Les'H RMN ont été enregistrés a I'aide d’un spectrom&ruker NMR opérant &
300 ou a 700 MHz (Bruker, Milton, ON, Canada). la¥placements chimiques sont
exprimés en partie par million (ppm) par rapporthloroforme deutéré (CDg}lou a I'eau

deutérée (BD), a température ambiante.

4.3. Chromatographie d’exclusion stérique (CES)
Les masses molaires en nombrg,Nes masses molaires en poids)(lt I'indice

de polymolécularité (IP) ont été déterminés par @H&ide d’'un systéme Alliance GPCV
2000 (Waters, Milford, MA) composé de trois colosragueuses de types Styragel placées
en série (HR1, HR2 et HR4), d'un réfractometre &ldhtiel (Waters 2410) et d'un
détecteur PD 2000 de diffusion de la lumiére (Rieni Detectors, Franklin, MA). Les
analyses ont été conduites dans le THF (grade HPAL@) débit de 1,0 mL/min et une
température de 40°C. Une courbe d’étalonnage préf@arée a partir de standards de PEG

de masse molaire connue.

4.4, Diffusion de la lumiere en mode dynamique (DLD)

Le rayon hydrodynamique moyen, I'IP et l'intensité la lumiére diffusée (Kcps)
ont été déterminés par DLD a l'aide d'un Malverntadezer Nanoseries ZS (Malvern,
Worcestershore, UK). Les analyses ont été effest@éen angle de 173°, a 25 °C. La
distribution de taille a été extraite en utilisEnprogramme CONTIN basé sur une fonction

d’autocorrélation.
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4.5. Analyse élémentaire
Les analyses ont été menées par le départemenhideecde I'Université de
Montréal et ont été enregistrées sur un Fisongumsnts SPA, modéle EA1108. Les

analyses ont été effectuées sous atmosphére oxgdatio21 °C.

4.6. Titrage potentiométrique

Le titrage potentiométrique a été effectué ensaiit un pH-metre Accumet AP61
portable (Fisher Scientific, Montréal, Qc, Canadas copolyméres ont été préalablement
solubilisés a 1 mg/mL dans de I'eau millipore esdution acidifiée jusqu’a un pH de ~2,7
(HCI & 0,01 N) afin d’assurer la compléte ionisatigt la dissolution du copolymere. La
variation du pH a été mesurée a la suite de l'adgéquentielle de 0,005 M NaOH. Le

pKa apparent a été calculé selon I'équation 1:
pKa= pH —IO{LJ [1]
1-a

Ou a est défini par (g7 Cp), ol Gy’ représente la concentration d’amines
protonées et & la concentration monomeérique en unités de méjteier En émettant
I'hypothése que tous les groupements amine sombtéEs suite a I'ajout de NaOH\C
peut étre estimée en utilisant la quantité de Nafddtée (Leest al. 1999; Raviet al. 2003

Dufresne et Leroux 2004).

4.7. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrigle masse a temps de
vol (LCMS-TOF)

L’'analyse LCMS-TOF a été conduite sur un system@01LC couplé a un
spectrometre de masse ESI-MSD-TOF (Agilent Teclgiek)y Santa Clara, CA) sur une
colonne Poroshell 300SB-C8, 2,1 x 75 mm, 5 um @dilTechnologies, Wilmington, DE)
maintenue a 50°C, a un débit de 0,5 mL/min. Un igradd’acétonitrile a été utilisé pour
'élution. La phase organique et la phase aqueusdenaient 0,1 % de TFA. La
concentration en acétonitrile a été augmentée di 20% sur une période de 20 min, de

70 a 90 % sur une période de 2 min, puis maintenu&quilibre durant 1 min. Le
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spectrometre de masse a été opéré a l'aide d'utr@deray positif. Les spectres ont été
analyseés sur une échelle de 100 a 3500 m/z avegalm d’acquisition de 0,89 sec et une
résolution supérieure a 10 000. Le voltage de diébspray était de 4 kV et celui du

fragmentateur était de 150 V. La température daB50 °C.

4.8. Synthese du méthacrylate de 2N-(tert-butoxycarbonyl)aminoéthyle
(AEMABoC)

La synthese du AEMABoc a été décrite par Dufresinal. (2004). L'AEMA-HCI
(1,1 éq) a été dissout dans du dichlorométhane (P&Wydre (0,30 M) et agité durant 10
min a 0 °C. De la triméthylamine fraichement disél(1,1 éq) a été ajoutée goutte-a-goutte
au milieu réactionnel et la solution agitée dura@tmin a 0 °C. Une solution de it
butyle-dicarbonate (1,1 éq) dans un minimum de D&C&té ajoutée au milieu réactionnel.
La solution a été agitée durant 24 h a températunaiante. Le AEMABoOC a été purifié par
trois lavages successifs de la phase organiqueusmeesolution de 1 M HCI, puis avec une
solution saturée de bicarbonate de sodium et fimae avec une solution saline saturée. Le
solvant a été évaporé sous vide et le produit direlété obtenu par recristallisation
(rendement: 85 %).
AEMABoc 'H RMN (CDCk) (3, ppm) : 6,10 (d, 1 H); 5,60 (t, 1 H), 4,82 (s, ), #,20 (t,
2 H), 3,45 (g, 2 H), 2,0 (s, 3 H), 1,50 (s. 9 H)

4.9. Synthése du a-tert-butanethio-m-hydroxyl poly(éthylene glycol) (tBu-S-
PEG-OH)

Le tert-butyle mercaptan a été utilisé comme initiateur ldepolymérisation
anionique de l'oxyde d'éthylene (OE) en présencendphtalene de potassium, tel que
décrit par Dufresnest al. 2005. Le naphtaléne potassium (0,5 éq.; 0,69 metd@tert-
butyle mercaptan (1 €q.; 1,39 mmol) ont été disstars du THF anhydride (7 mL). Les
produits ont été purgés 10 min sous argon. L'OE&F.7 0,11 mol) a été par la suite canulé
dans le milieu réactionnel. A cette fin, 'OE gaxey dans un premier temps, été condensé

dans un ballon sous argon a — 70 °C. L'OE liquigmala suite été canulé dans le milieu
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réactionnel sous argon et en ramenant tranquillenentempérature de I'OE a la
température ambiante. La polymérisation a été dtmddurant 48 h a température
ambiante. Le produit final a été isolé par préefin dans I'éther diéthylique froid.

L’analyse'H RMN du polymére a été conduite dans une solul®CDC} en présence de
guelques gouttes d’anhydride trifluoroacétique (®® v/v), afin de permettre le

déplacement chimique du signal du groupement métkyladjacent au groupement
hydroxyle terminal (Jet al. 2001). L’intégration du signal méthyléene adjacamtsoufre et

du signal méthylene adjacent a I'hydroxyle a pernd%valuer le degré de

fonctionnalisation du copolymere par la fonctiomtBercaptan.

(tBu-S-PEG-OH) 'H RMN (CDCEh) (5, ppm) : 4,52 (t, 2H), 3,66 (m, 320 H), 2,75 (t,)2H

1,30 (s, 9 H)

4.10. Synthese des macroamorceurs de polymérisation radilaire par transfert
d'atome (PRTA): le a-(2-bromoisobutyrylate-)-m-méthoxy PEG (MeO-
PEG-Br) et tert-butyle-a-(2-bromoisobutyrylate-)-o-méthoxy PEG (tBu-S-
PEG-Br)

La méthode générale de conversion du PEG en m#atear a été deécrite par
Rangeret al (2001). De la triméthylamine (10 éq. ; 30 mmoété ajouté a une solution de
PEG a 100 g/L (1 éq.; 3 mmol) dans du THF anhydatiéa solution agité 10 min a
température ambiante. Le 2-bromoisobutyryl brom{deéq.; 12 mmol) a été ajouté
goutte—a-goutte a la solution. Le milieu réactidnaesté agité a température ambiante
pendant 48 h, apres quoi le milieu réactionnel é& dué dans du DCM et la phase
organique lavée successivement avec une solutid® dé HCI, 1 N NaOH et finalement
une solution saline saturée. Le MeO-PEG-Br et la-88PEG-Br ont été obtenus par
précipitation dans I'éther diéthylique froid (remaent 70 %).

a) PEG-Br 'H RMN (CDCk) (5, ppm) : 4,30 (t, 2 H); 3,63 (m, 272 H), 3,40 (H)B

1,95 (s, 6 H).

b) tBu-S-PEG-Br 'H RMN (CDCk) (3, ppm) : 4,52 (t, 2H), 3,66 (m, 320 H), 4,29 (t,

2 H), 2,75 (t, 2H), 1,85 (s, 6 H), 1,30 (s, 9 H)
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4.11. Synthése du copolymere bloc cationique par PRTA

Les copolyméres blocs préparés a partir du macroaauo MeO-PEG-Br ont été
synthétisés avec les monoméres AEMABoc, DMAEMA au mélange des deux. Le
Cu(DBr (1,1 éq.) et le HMTETA (1,1 éq.) ont étéagés dans un deuxiéme ballon et les
produits ont également été purgés avec de I'argwand 15 min. Parallelement, le MeO-
PEG-Br (1 éq.) et 25 éq. de monomere ont été disstans du THF pour obtenir une
concentration finale en monomere de 0,8 M. La smiud été purgée avec de l'argon
durant 15 min. Ces derniers ont été transférés amon, a la solution de monomeres. La
copolymérisation a été conduite a 65 °C durant 2@uis arrétée en diluant le milieu
réactionnel avec une solution d’éthanol/THF (10 &&.polymére a été purifié sur silice,
utilisant le THF entant qu’éluant, afin d’éliminée cuivre. La phase organique a été
évaporée sous pression réduite et le produit aeéigsout dans un minimun de ETOAC et
lavée avec une solution de 3 N HCI dans 'ETOA@ afbtenir obtenir la forme ionisé du
copolymere. Le copolymere a été dialysé (SpectraV?yCO 6000-8000) contre de I'eau
durant 48 h. Le copolymere pur a été obtenu suadyphilisation de la solution.

Les copolymeres blocs possédant des groupementesupiimaires (AEMABoOC)
ont été déprotégés en diluant le copolymére (50mhpdans une solution de 3 M HCI
dans 'ETOAc. La solution a été agitée durant 1terapérature ambiante, le produit final
purifié par dialyse puis lyophilisé.

Les copolymeéres préparés a partir du tBu-S-PEG-&rainitiateur ont également
été synthétisés selon cette méme meéthode et cessegqents des groupements amines
primaires ont été déprotégé simultanément avec rtupgment thiol en dilant le
copolymere (20 mg/ml) dans une solution de TFA/DM@O :15). La solution été agitée
durant 20 min et le produit final purifé par diadysuis lyophilisé.

a) PEGeg-b-PAEMA2 M= 7200; MyM,= 1,07;*H RMN (D,0) (3, ppm) : 4,25 (s,
52 H): 3,65 (M, 272 H): 3,34 (s, 3 H): 3,22 (s,H)4 2,0 (m, 42 H); 1,2-0,80 (s, 6 H; m, 77
H).
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b) PEGeg-b-PDMAEMA5 M= 6300; MyM,= 1,05;*"H RMN (D,0) (5, ppm) : 4,25
(s, 50 H); 3,66 (m, 272 H); 3,40 (s, 3 H); 3,2058,H); 2,70 (s, 156 H); 1,96-1,82 (m, 50
H); 1,15-0,80 (s, 6 H; m, 73 H).

) PEGeg-b-P(AEMA;3-co-DMAEMA ;) M= 6400; MyM,= 1,07;'H RMN (D,O)
(8, ppm) : 4,42 (s, 53 H); 3,66 (m, 272 H); 3,4026,H); 3,25 (s, 29 H); 2,85 (m, 72 H);
2,0-1,6 (brs, 42 H); 1,1-0,8 (brs, 84 H).

d) tBuU-S-PEGgo-b-PAEMA;9 (M= 7800); MyM,= 1,13;*H RMN (D.0) (3, ppm) :
4,22 (brs, 24 H): 3,66 (s, 320 H); 3,29 (brs, 31 H32 (s, 9H); 1,38-0,88 (s, 51 H).

4.12. Synthése du pyridyle-S-S-PEG-b-PAEMA 14

Le copolymere thiolé a été fraichement réduit agantonjugaison avec I'aldrithiol.
A cette fin, le HS-PE&-b-P(AEMA) (5 mg/mL) a été dissous dans du tampon phosphate
contenant du dithiothréitol (DTT) 50 mM. La solutia été purgée sous argon durant 5 min
puis agitée a température ambiante durant 4 h.dlgmgre thiolé a été purifié sur une
colonne Sephadex PD-10 sous argon et élué dararhoh phosphate salin (PBS) dégasé
sous argon. Le profil d’élution du copolymére sar dolonne de Sephadex PD-10 a
préalablement été établi. Les fractions contenantdpolymére ont été combinées puis
ajoutées a une solution de 2-aldrithiol dans déh&éol (25 mg/mL). La réaction de
conjugaison a été conduite a température ambiamgnt24 h. L’absorbance de la solution
a 343 nm (sel de thiopyridone) a été suivie ausderla réaction. Apres 24 h, la solution a
été eévaporée a sec sous vide. Le copolymére salité lavé avec de I'éther diéthylique
froid et centrifugé a 4000 g durant 20 min. Unes fiei surnageant retiré, le copolymére a
éte lavé une seconde avec de I'éther diéthyliquis pentrifugé afin d’éliminer un
maximum d’aldrithiol libre. Le copolymere a aindiédavé et centrifugé trois fois. Le
produit final a été dissout dans un minimum d’edllipore et passé sur une colonne de
Sephadex G-25 (1,5 x 18 cm). Le produit final algophilisé et caractérisé pard RMN
(rendement : 70 %).
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pyridyle-S-S-PEGsy-b-P(AEMA 19) 'H RMN (D,0) (3, ppm) : 8,27 (s, 1 H); 7,79-7,75 (d,
2 H), 7,18 (s, 1 H); 4,12 (brs, 25 H); 3,66 (s, 3203,20 (brs, 31 H); (1,89-0,80 (m, 50 H)

4.13. Synthése du conjugué Fab’-S-S-PEggb-PAEMA 14

Le fragment d’anticorps Fala été préparé selon le protocole de la trousse de
préparation des anticorps murins IgG, Fab’ et Fal quantité de Fabobtenue a été
déterminée par dosage de protéine a I'aide dedéalsicinchronique (BCA). La solution de
Faly a été par la suite concentrée et transférée datenpon PBS 35 mM, 0,15 M NacCl,
pH 6,0. La solution de Fala été ajoutée a une solution de MEA-HCI dans ompta PBS
pH 6,0 (concentration finale de MAE-HCI de 0,05 Ma solution a été purgée durant 5
min sous argon puis incubée a 37 °C durant 90 benFab’ fraichement réduit a été
purifié, sous argon, sur une colonne de Sephadek(Pé& les fractions d’élution contenant
le Fab’ ont été rapidement concentrées sur unioest(MWCO 100 kDa) a 4000 g durant
5 min. Le Fab’ obtenu a été maintenu en tout tesgps argon. La solution de Fab’ (2 éq.)
fraichement réduite a été rapidement ajoutée asahation de pyridyle-S-S-PEb-
PAEMA19 (1 €q). La réaction de couplage a été réaliséenmgpdrature ambiante, sous
agitation durant 24 h. Le milieu réactionnel a déesweté appliqué sur une résine
échangeuse de cations (Hi-Trap SP HP, 1 mL). Lenca a été lavée avec 5 ml de tampon
PBS 35 mM, 0,15 M NaCl, pH 6,0 afin d’éliminer lal* non réagit. Le conjugué Fab’-S-
S- PEGg-b-PAEMA,¢ ensuite élué avec un tampon PBS 35 mM, 3 M NpBI6,0 & un
débit de 1 mL/min. Les fractions contenant le Fabt été concentrées sur centricon et

reconstituées dans le tampon de choix.

4.14. Préparation des micelles polyioniques (PICMs) binaés

Les copolyméres cationiques (P&®-PAEMA,4;, PEGgb-PDMAEMA,s ou
PEGg-b-P(AEMA;3-co-DMAEMA ;) et I'acide nucléique (ON-3521, FANA, ON-P ou le
pARNi) ont été solubilisés séparément dans un tampos 10 mM pH 7,4, a une
concentration de 2 mg/mL et 1 mg/mL, respectivemeats PICMs ont été préparés a
différents ratios N/P variant de 0 a 2. Les PICMg été formées suite a I'addition

séquentielle de la solution de copolymere catiomiqula solution d’acide nucléique. Le
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diametre hydrodynamique, I'lP et I'intensité ddumiere difusée ont été obtenus par DLD.
Les mesures ont été effectuées apres une incuba@#ioh5 min aprés chaque nouvelle
addition de copolymére. Le ratio N/P idéal a éttediné comme étant celui qui donnait
des PICMs de faible IP, d'intensité de la lumiéfeige maximale et de petite taille. Les
solutions de copolymére et d’acide nucléique, ajjps& le tampon Tris, ont préalablement

ete filtrés sur un filtre de nylon (0,22 pm) avhaur utilisation.

4.15. Préparation de PICMs ternaires

Une méthode similaire a celle des PICMs binairégautilisée afin de déterminer le
ratio N/(P+COOH) idéal des PICMs ternaires. Dans puemier temps, une quantité
croissante de P(MA&-co-EA,-co-BMA 1) (0,1 mg/mL) a séquentiellement été ajoutée a
une solution de copolymere cationique (1 mg/mL) templexes ont été incubés 10 min
sous faible agitation, apres quoi la taille, I'lPl'ntensité de la lumiere difusée ont été
mesurés par DLD afin de déterminer le ratio N/COi@&#l. La formulation a ensuite été
ajustée afin d’'inclure 10 %p{p) d’acide nucléique. Les micelles ont été incubEegnin
supplémentaires apres l'addition de l'acide nuciéiqLes solutions de copolymere
cationique et anionique, la solution d’'ON, ainsede tampon Tris pH 7.4 ont été filtrés sur

un filtre de nylon (0,22 pm) avant leur utilisation

4.16. Préparation de PICMs ciblées

Des micelles binaires de PE&-PAEMA,, contenant 2 % de Fab’-S-S-P&®-
PAEMA o (fonctionalisé a 7%) ont été préparées a un rativbde 1,5 dans du tampon Tris
10 mM pH 7,4. A cette fin, le PRE@b-PAEMA,, et le Fab’-S-S-PEgg-b-PAEMA, ont
séquentiellement été ajoutées a une solution d’'GR1L3A 1 mg/mL (dont, 40 % était
marqué au Cy-3). Les micelles ont été incubéesrgpéeature ambiante, sous agitation,
pendant 20 min. La formulation a été ajoutée alixles avec 0,3 mL de milieu de culture
(concentration finale en ON était de 400 nM).

Les PICMs tenaires ciblées 2 % de Fab’-S-S-REEPAEMA;g (fonctionalisé a
7 %) ont été préparées a un ratio N/(P+COOH) dealark du tampon Tris 10 mM pH 7,4.
Dans un premier temps, le PEh-PAEMA,, et le Fab’-S-S-PE&-b-PAEMA;9 ont
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séquentiellement été ajouté a une solution de P(MASEA4-cO-BMA g (1 mg/mL).
Les micelles ont été incubées a température anghisotis agitation, pendant 20 min. Puis,
une solution d’'ON 3521 a 1 mg/mL (dont, 40 % éta#rqué au Cy-3) a été ajouté a la
formulation. Cette derniere a été incubée a tenygraambiante, sous agitation, pendant
20 min.

4.17. Incorporation d’acides nucléiques dans les PICMs biires et ternaires

par gel électrophorése

Les PICMs binaires et ternaires ont été préparédas dn tampon Tris 10 mM pH
7,4 avec 'ON-3521 (avec 20 % des chaines d’ON oéeg a la fluorescéine) ou le pARNI
(avec 25 % des chaines de pARNi marquées a laeBuéime). La contribution de I'acide
nucléique représente 10 %/f) de la composition massique des micelles ternalres
PICMs binaires et ternaires ont été préparees aaties N/P et N/(P+COOH) variant de
0,25 a 2. Les formulations ont été appliqués sugelrd’acrylamide 20 %p(V), préparé a
partir de tampon acide tris-borate-éthylenedianginaacétique (EDTA) a pH 7,4. La
migration du gel a été effectuée a 500 mA, 150\fadul h. A la fin de la migration, la
fluorescence de l'acide nucléiqgue (ON-F ou pARNigFgté révélée par irradiation UV
avec un Chemilmager 5500 imaging system (Alphatktio Corp., San Leandro CA). La
fluorescence du pARNi a été analysée en utilisant appareil Typhoolt' 9410

Workstation (Amersham Biosciences, Pittsburgh, PA).

4.18. Incorporation de I'ON dans des PICMs binaires et tenaires par
complexation avec le bromure d’éthidium (BrEt)

Des PICMs binaires et ternaires ont été préparéks aatios N/P et N/(P+COOH)
variant de 0,25 a 2 dans un tampon Tris 10 mM pHawec I'ON 3521 (1 mg/mL). Les
formulations ont ensuite été incubées avec du BtEq. par base d’'ON) durant 30 min,
dans I'obscurité. La fluorescence émise a la sistéa complexation de I'BrEt et de 'ON
libre a été estimée a l'aide d’'un Safire Readec#éhe Medford, MAAex = 523 NMAem=

587 nm). La fluorescence relative est calculée apaeti’équation 2 :
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Fluorescence relative= gfcm-F) X100 [2]
(R-F)
ou R, R, et Fpicm représentent la fluorescence de I'BrEt libre, dmplexe ON/BrEt

et des micelles en présence de BrEt (a différenitss), respectivement.

4.19. Evaluation de la stabilit¢ des PICMs binaires et taaires (essai de
compétitivité avec I'héparine)

Des PICMs binaires constituées des copolymeérese@&sth-PAEMA, 4, PEGs-b-
PDMAEMA 5 ou PEGb-P(AEMA,3-co-DMAEMA 1;) ont été préparées dans du tampon
Tris 10 mM pH 7,4 & un ratio N/P de 1,5 avec 'OBR3. Parallelement, des PICMs
ternaires ont été préparées au ratio N/(P+COOH), tigoour le PEG-b-PAEMA,, et le
PEGgb-PDMAEMA2s, et de 1,2 pour le PEGP(AEMA;3co-DMAEMA ;). La
concentration finale d'ON dans les PICMs binaireseenaires était de 2,75g/mL. Les
formulations ont été déposées dans une plaque geif6et incubées avec le BrEt (1 ég.
par base de 'ON) dans I'obscurité. Aprés 30 mine wjuantité croissante d’héparine
(forme sodique extraite de la muqueuse intestidalporc ; M ~3000 g/mol) a été ajoutée
aux formulations, et I'incubation a été renouvgdéer 1 h. La déstabilisation des micelles
par 'héparine a été estimée en mesurant la flegeree émise suite a la complexation de
I'ON, libéré, avec I'BrEt. La fluorescence a étésmete a l'aide d’'uibafire reader(Tecan,
Medford, MA: Xex = 523 nmAem= 587 nm). La fluorescence relative peut étre calculée a
partir de I'équation 3.

Fluorescence relative= gfcm-F) X100 [3]

(R-F)
ou R, R et Fpicm représentent la fluorescence de I'BrEt libre, dmplexe ON/BrEt

et des micelles en présence d’héparine (a diffématios), respectivement.

4.20. Capture cellulaire des micelles
L'essai de capture des formulations micellaireSagtalyse par cytométrie en flux

ont été effectués tel que décrit par Elsabahwl. (2009). Des cellules cancéreuse de la
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prostate (PC-3; 3 x f@ellules dans 1 mL de milieu) ont été déposées dan plaques de
24 puits et incubées 24 h & 37 °C sous atmospbeatedtée (5% de C§). Les cellules ont
ensuite été lavées 3 fois avec 1 mL d’Opti-MEX puis incubées sous agitation a 37°C
avec 0,3 mL de milieu et 0,1 mL de micelles bingioglées ou non. La concentration
finale d’'ON dans les formulations était de 400 M\prés 2 h, les cellules ont été lavées
avec du tampon PBS, fixées avec une solution dediolehyde (1%/v dans du PBS) et
lavées une derniere fois avec du PBS. La captuielaiee a été estimée en mesurant
l'intensité de fluorescenced, = 530 nm) de 10 000 cellules a l'aide d'un cytameétn flux

de type FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose). CA
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Annexe 2. Spectre de spectrométrie de masse ett#@ation du spectre du Fab’.
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Annexe 3 Spectre de spectrométrie de masse (LCMS) di-S-S-PEGo-b-PAEMA 5. La
déconvolution du spectre ne peut étre obtenuelth@t@rogénicité du produits ee la
nature multichargée.






